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Resumen 
 
La Hemofilia A es una enfermedad recesiva ligada al cromosoma X, su incidencia es 
de 1/5000 varones, es el desorden de la hemostasia más común. La inversión del 
intrón 22 (INV22) se considera la alteración más frecuente, su prevalencia es del 45 a 
50%, seguido de la inversión en el intrón 1 (INV1) con 0,3 al 5% en los pacientes con 
hemofilia A severa (HAS). 
  
Este estudio no experimental, descriptivo, transversal tiene por objetivo estudiar la 
inversión de los intrones 1 y 22 del gen del factor VIII, mediante técnicas de LD PCR. 
Se analizó e informó por primera vez en Colombia, la frecuencia de INV22 e INV1 en 
30 niños colombianos con diagnóstico de Hemofilia A severa y moderada en Bogotá, 
Colombia. En este estudio se detectó la inversión del intrón 22 en 12 niños (40%) y la 
inversión 1 en 3 pacientes (10%) de la población estudiada. Se encontraron 
inhibidores en 33% de los pacientes con INV22 y 33% con INV1, estas cifras son 
cercanas a los porcentajes observados en países 
  
  
Palabras claves (Hemofilia, inversión, Factor VIII, intrón, frecuencia) 
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Abstract 
 
Hemophilia A is an X-link recessive disease, which has an incidence of 1 in 5000 
males, is the most common bleeding disorder. The inversion of intron 22 (INV22) is 
considered the most frequent abnormality with a prevalence of 45 to 50%, followed by 
the inversion of intron 1 (INV1) with a prevalence of 0.3 to 5% of patients with severe 
hemophilia A. 
This non-experimental, descriptive, transverse investigation studied the inversions of 
introns 1 and 22 of the factor VIII gene through LD PCR techniques. Here we analized 
and informed for the first time in Colombia, the frequency of FVIII INV22 and INV1 in a 
cohort of 30 pediatric patients with severe and moderate Hemophilia A in Bogota, 
Colombia.  This study found intron 22 inversion in 12 patients (40%) and intrón 1 
inversion in 3 patients (10%) of the studied population. Inhibitors are present in 33% of 
patients with INV22 and 33% of patients with INV1; these findings are similar to those 
observed in other countries 
 
Keywords (Hemophilia, inversion, Factor VIII, intron, frequency) 
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1. Introducción 
 
 
La Hemofilia A es una enfermedad hereditaria recesiva ligada al cromosoma X que se 
presenta por la deficiencia cuantitativa del factor VIII de la coagulación. Esta 
enfermedad afecta a 1 de cada 5000 varones y se ha reportado que esta incidencia no 
varía entre poblaciones (4). Esta enfermedad se caracteriza por la amplia 
heterogeneidad de alteraciones en el gen del factor VIII (2). La severidad de la 
enfermedad es clasificada de acuerdo con la cantidad de factor VIII residual, la cual es 
determinada mediante actividad enzimática y se categoriza en los siguientes 
intervalos: menor del 1% de actividad se define como severo, entre 1 a 5% de 
actividad moderado y entre 5 a 50% de actividad leve (3,4).  
 
Los pacientes con hemofilia A severa son propensos a sangrados en la piel, faneras, 
tejidos blandos, sistema osteomuscular y órganos internos (3,4). Los sangrados 
recurrentes en las  articulaciones pueden conducir a sinovitis crónica, mientras que los 
sangrados a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC), son la principal causa de 
muerte en pacientes con hemofilia (4). El sangrado de los pacientes con diagnóstico 
de hemofilia A puede ser corregido mediante terapia de reemplazo del factor VIII (3). 
Actualmente los esfuerzos van dirigidos a minimizar la incidencia de problemas 
ortopédicos, asociados a los eventos de sangrado recurrente. El objetivo final del 
tratamiento, es generar en los pacientes la expectativa de una vida normal y un 
incremento en la calidad de vida asociada a la mejoría en su estado de salud, con una 
mayor inclusión social y ocupacional (3). Sin embargo, el desarrollo de aloanticuerpos, 
inhibidores que neutralizan la terapia de reemplazo administrada, es una complicación 
que puede conducir a la falla terapéutica. Según estudios a nivel mundial, la incidencia 
del desarrollo de inhibidores en pacientes con hemofilia moderada y severa se estima 
entre un 20 a 30% de la población total (5,6).  
 
En el último informe de la Federación Mundial de la  Hemofilia (World Federation of 
Hemophilia Report on the Annual Global Survey 2010), se informó un total de 125,049 
individuos que padecen la enfermedad en 106 países participantes, entre ellos 
Colombia, donde se reportaron 1.446 casos (7). En el mismo estudio se reportó la 
presencia de inhibidores en 4554 pacientes en el total de países encuestados, 54 de 
los cuales corresponden población Colombiana (7). 
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Actualmente se sabe que la severidad de la enfermedad y el desarrollo de 
aloanticuerpos contra la terapia de remplazo del factor VIII, están asociados a 
diferentes mutaciones en este gen, que dan como resultado la pérdida de la función 
parcial o total de la proteína, asociada a cambios de aminoácidos que en la mayoría 
de los casos modifican sus características físico – químicas, alterando su interacción 
con factores necesarios para su funcionalidad, como el Factor von Willebrand, factor 
IX, factor X y Trombina (factor II), los cuales son los encargados de procesar la 
proteína a su forma activa. Así mismo, se han reportado cambios en los sitios de 
reconocimiento de corte y empalme (splicing) relacionados con el mecanismo de 
maduración del RNA (8,9). El Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades 
(CDC) ha reportado a la fecha más de 2450 mutaciones que afectan la integridad o la 
funcionalidad de la proteína (10,11). 
 
En pacientes con hemofilia A severa, la modificación más frecuente es la inversión del 
intrón 22. En el intrón 22 se encuentra la región int22h1 la cual presenta elevada 
homología con dos regiones distales al gen del factor VIIl, int22h2 e int22h3 que se 
localizan aproximadamente a 500 kb de la región telomérica del brazo largo del 
cromosoma X. Esta inversión patológica es el resultado de una recombinación 
homóloga entre las regiones antes descritas, generando así la inversión de los exones 
1 al 22 en una región externa del locus del factor VIII y por lo tanto, la pérdida total en 
la expresión y función de la proteína, generando así un fenotipo severo de la 
enfermedad y en la gran mayoría de los casos el desarrollo de inhibidores, cuando los 
pacientes son sometidos a terapias de reemplazo (4). 
 
Según el protocolo de diagnóstico molecular de la enfermedad recomendado a los 
diferentes centros especializados a nivel mundial, el primer paso en el estudio de 
mutaciones asociadas, es la detección de la inversión 22 por la significativa frecuencia 
en la que se presenta (45% de los casos con fenotipo severo) (16). Posterior a este 
análisis, se recomienda realizar el estudio de la inversión del intrón 1. La región int1h2 
se encuentra cerca de 140 kb del telómero y se diferencian solo en un nucleótido de la 
secuencia int1h1 del intrón 1, el cual se localiza en orientación contraria a éste. La 
recombinación intracromosómica de estas regiones resulta en el desplazamiento del 
exón 1 por 140 kb en dirección al telómero. Esta inversión es responsable del 1 al 4% 
de los casos severos. Finalmente, se recomienda realizar un tamizaje general de 
posibles modificaciones en los exones, en los sitios de reconocimiento de corte – 
empalme (splicing) y el análisis de la región del promotor (12).  
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Este seguimiento es importante en pacientes con hemofilia A por dos aspectos: 
preventivo y de consejo genético, como base para el diagnóstico de portadoras y para 
la estimación del riesgo del desarrollo de inhibidores en los pacientes que padecen la 
enfermedad (13). 
 
En el presente estudio mediante técnicas moleculares se determinó la frecuencia de la 
inversión de los intrones 1 y 22 del gen del factor VIII de la coagulación en un grupo de 
pacientes pediátricos con diagnóstico de Hemofilia A que asisten a diferentes IPS 
ubicadas en Bogotá D.C., de acuerdo al esquema diagnóstico antes mencionado, 
como una herramienta útil en el diagnóstico, tratamiento, seguimiento y pronóstico de 
los pacientes afectados.  
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2. Marco Teórico 
2.1. Contexto Histórico 
 
La hemofilia es una alteración hereditaria de la coagulación causada por alteración 
cualitativa o cuantitativa de factores de la coagulación específicos. Los más conocidos 
son los defectos asociados a la actividad del factor VIII (Hemofilia A) y del factor IX 
(Hemofilia B), ambas enfermedades muestran un patrón de herencia recesiva ligada al 
cromosoma X (14). 
 
La Hemofilia A es el más severo y común de los trastornos de la coagulación 
heredados que afecta al humano. El primer reporte se registró en el siglo II en el 
Talmud, donde se dictaminó que los bebés varones cuyos hermanos habían muerto al 
ser circuncidados, no debían ser sometidos al mismo procedimiento. En el siglo XII, un 
médico árabe describió una familia donde los hombres morían de sangrado después 
de ser sometidos a cirugías menores. Se describió la primera familia afectada en 1803, 
con portadores por tres generaciones (4).  
 
Este desorden ha recibido diferentes nombres pero la palabra hemofilia fue empleada 
por Hopff en 1828. En 1952, Aggeler y colaboradores, así como, Biggs y 
colaboradores, reconocieron y describieron los dos tipos de hemofilia actualmente 
aceptados como tipos A y B (4).  
 
 La secuencia del gen que codifica el Factor VIII fue reportada en 1984,  siendo el gen 
más grande descrito en la época (186 Kb) (4). En 1982 y 1984 se clonaron los genes 
de los factores IX y VIII respectivamente. Este suceso ha resultado en avances 
importantes en la caracterización molecular de los defectos que causan la hemofilia y 
ha hecho posible la producción del concentrado de los factores recombinantes para 
uso terapéutico, la generación de animales knockout y su uso como modelo animal 
para la investigación de la enfermedad y la producción de proteínas nativas (wild type) 
y variantes de la proteínas para el análisis de la estructura y la función de las mismas 
(14). En 1993 por primera vez se empleó la terapia de reemplazo usando factor VIII 
recombinante (4). Se cree que las mutaciones responsables del fenotipo de la 
Hemofilia A son probablemente muy antiguas pues ocurren en por lo menos tres 
órdenes de mamíferos placentados, el perisodáctila (ungulata), el fisipedia (carnívora) 
y el antropoidea (primates) (16). 
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En términos generales, la hemofilia A (OMIM, 306700), es un desorden definido por la 
deficiencia funcional del factor VIII de la coagulación. Esta entidad presenta una 
frecuencia relativamente alta, 1 en 5000 niños nacidos vivos. La incidencia no varía 
apreciablemente entre las poblaciones. Sin embargo, la incidencia puede ser más alta, 
debido al subregistro de casos en países en vías de desarrollo (4).  
 
En la hemofilia, los sangrados ocurren debido a una falla hemostática secundaria, es 
decir, la hemostasia primaria resulta en la formación del tapón plaquetario el cual 
ocurre de forma normal, pero la estabilización del mismo es defectuosa por la 
generación de cantidades inadecuadas de trombina (14). 
 
2.2. Sistema Hemostático 
 
El sistema hemostático es un mecanismo fisiológico protector que controla el tránsito 
sanguíneo y tiene el potencial de inducir rápidamente el tapón hemostático, constituido 
por una masa rica en plaquetas rodeada de fibrina, que contribuye a prevenir la 
pérdida de sangre mediante la detención del flujo sanguíneo y el posterior sellamiento 
en los sitios de lesión en el sistema vascular.  La hemostasia en individuos sanos es 
estrictamente controlada por varios mecanismos anticoagulantes que equilibran las 
fuerzas pro - coagulantes y previenen la inadecuada coagulación en la vasculatura en 
lugares diferentes al sitio de la lesión (18,19). Este equilibrio dinámico entre factores 
pro y anti – coagulantes puede ser rápidamente disparado a favor de la coagulación en 
caso de necesidad fisiológica por pérdida de sangre (19). 
 
La hemostasia adecuada requiere del control de la coagulación y de la regulación en la 
ubicación específica del sitio de la lesión. El mecanismo responsable de esta 
“regulación en la ubicación” está compuesto principalmente por la contribución de la 
alteración de la superficie de la membrana celular dando inicio al proceso de la 
coagulación (18). 
 
2.2.1.  Modelo Celular de la Coagulación 
El modelo de la cascada de la coagulación fue la mayor contribución para la 
comprensión del fenómeno. Este modelo proporciona una buena explicación y 
predicción del fenómeno in vitro, sin embargo, cuenta con algunas deficiencias en la 
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predicción de las observaciones clínicas in vivo. Aunque las deficiencias de 
quininógeno de alto peso molecular, de precalicreína y del factor XII, presentan un 
tiempo parcial de tromboplastina (PTT) prolongado, estas alteraciones no generan 
desordenes severos de la coagulación. Por el contrario, la deficiencia del factor IX 
causa hemofilia B, un trastorno severo de la coagulación. El modelo de cascada no 
explica por qué la activación del factor X por vía extrínseca, no compensa la 
deficiencia del factor VIII (hemofilia A) o del factor IX (19). 
 
La incorporación de la célula en el proceso de la coagulación, permite la comprensión 
de los mecanismos por los cuales podrían ocurrir los eventos involucrados en la 
dinámica de la coagulación en el sistema vascular. El modelo celular de la 
coagulación, también permite la inclusión de los sitios de unión de las plaquetas para 
las proteínas de la coagulación, además, incluye el concepto de que algunas 
proteasas, mientras participan en la cascada enzimática de la coagulación, podrían 
cumplir algunas funciones primarias en eventos diferentes a la hemostasia tales como 
la inflamación, la función de la pared vascular y la proliferación celular (18).  
 
Las reacciones enzimáticas asociadas a los eventos de la coagulación se aumentan 
por la unión de las proteínas participantes a la membrana celular y la localización 
sobre la misma contribuye al desarrollo secuencial de los eventos propios de la 
coagulación. El Factor Tisular (FT) es la única proteína de la coagulación que se 
encuentra unida a la superficie de la membrana. Para que se genere la cascada de 
eventos que tienen lugar en la coagulación, es necesario el cumplimiento de algunos 
requisitos. Se requiere de una superficie celular que permita el anclaje de las proteínas 
que van a actuar, además, se necesita la interacción eficiente de la membrana celular 
con el factor  VII, el factor IX, el factor X, la protrombina, la proteína C, la proteína S y 
la proteína Z, donde los iones calcio que interactúan con los mismos, hacen posible su 
acoplamiento con los fosfolípidos de membrana, de carga negativa, como paso inicial 
en la coagulación (20).  
 
Los factores mencionados anteriormente poseen una característica en común entre 
ellos y es que presentan residuos de acido glutámico (Glu). Estos residuos necesitan 
ser carboxilados, mediante un procesamiento post traduccional que tiene lugar en el 
hígado durante el ciclo de la vitamina K; de la eficiencia de esta carboxilación, 
dependerá la correcta interacción que estas proteínas puedan tener con los iones 
calcio y finalmente con la membrana celular, en donde se dará inicio a la coagulación 
(18).  
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Los factores V y VIII de la coagulación, también tienen regiones que interactúan con 
los fosfolipidos de membrana permitiendo la formación del complejo enzimático. La 
composición y distribución de las moléculas de fosfolípidos de la superficie de la 
membrana es estrictamente controlada. En estado de reposo, los fosfolípidos neutros, 
principalmente fosfatidilcolina, esfingomielina y azúcares asociados a esfingolípidos, 
se encuentran predominantemente en el contorno externo, mientras que la 
fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina son localizados en el región interna de la 
membrana, asimetría que es estrechamente regulada en condiciones normales (18). 
 
La distribución no aleatoria de lípidos a través de la bicapa es una característica en 
todas las células eucariotas. La asimetría lipídica es una consecuencia de diferentes 
factores, incluyendo las propiedades biofísicas de los lípidos que permiten de forma 
espontánea la introducción de sus grupos polares hacia el interior de la membrana 
hidrofóbica y la presencia de enzimas transportadoras que asisten la translocación 
activa a través de la bicapa. La distribución asimétrica de los lípidos tiene 
consecuencias funcionales importantes, por ejemplo, los fosfolípidos aniónicos, como 
la fosfatidilserina son localizados exclusivamente hacia el entorno citoplasmático de la 
membrana en células quiescentes, siendo este un cofactor para la unión de ciertas 
enzimas a la membrana (20).  
 
Cuando se expone la superficie celular, la fosfatidilserina actúa como una señal de 
reconocimiento conservada para la fagocitosis y promueve la cascada de la 
coagulación (20). La pérdida de la asimetría lipídica en la membrana plasmática y la 
exposición de fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina sobre la superficie celular han sido 
implicados en numerosos procesos biológicos incluyendo la coagulación sanguínea, 
formación de miotúbulos, fusión de vesículas, división celular, capacitación 
espermática y el reconocimiento fagocítico como se mencionó anteriormente y la 
remoción de cuerpos apoptóticos (20), sin embargo, la asimetría de la membrana 
plasmática también se puede perder por lesión sobre el tejido y en este caso 
sobrevendría la serie de eventos que desencadenan la coagulación (18). 
 
El modelo celular de la coagulación propone que la cascada de eventos enzimáticos 
que tienen lugar durante la producción del coágulo, ocurre in vivo en distintas fases 
sobrelapadas y requiere la participación de las células que contienen FT en su 
membrana y sobre la superficie plaquetaria (18, 19,21)   
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2.2.1.1.  Fase de Iniciación 
 
La coagulación sanguínea se inicia por la exposición de la sangre en circulación a 
células que expresan FT como los fibroblastos y las células de músculo liso que 
rodean el endotelio vascular. La expresión de FT dentro de la vasculatura está 
asociada también a eventos trombóticos en diferentes estados de enfermedad. En 
condiciones de inflamación el endotelio activado y los monocitos expresan el factor. 
Además, estudios recientes han demostrado que los neutrófilos expresan el FT en una 
variedad de estados de enfermedad incluyendo el síndrome de anticuerpos 
antifosfolípidos. Existe suficiente evidencia de la expresión de FT en micropartículas, 
que son pequeñas uniones de las membranas vesiculares y que se encuentran en 
circulación constante. Las micropartículas son liberadas a partir de plaquetas, 
leucocitos y el endotelio durante la activación o muerte celular (19). 
 
Una vez ocurre la lesión y se expone el FT unido a la membrana celular, se une el 
factor VII activado, siendo éste el único factor de la coagulación que circula en su 
forma activa en aproximadamente 1%. Este complejo FT/FVIIa activa a su vez más 
factor VII sirviendo como un mecanismo de retroalimentación positiva, además de 
activar pequeñas cantidades de factor IX y factor X.  Adicionalmente, se obtienen 
pequeñas cantidades de factor V activado (FVa) por medio del factor X activado (FXa), 
este FVa se une al FXa formando el complejo protombinasa FVa/FXa, el cual actúa 
sobre la protombina procesándola y generando pequeñas cantidades de trombina 
(18,19,21). 
 
Este sistema es controlado estrictamente por factores antagonistas como el inhibidor 
de la vía del factor tisular (TFPI) por sus siglas en inglés y la Anti - Trombina (AT), los 
cuales actúan hacia este punto disociando el FXa de la superficie celular, limitando las 
reacciones antes mencionadas (18,19,21) (figura No.1).  
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Figura No. 1. Fase de Iniciación.  En esta figura se esquematiza el primer paso en la 
cadena de eventos que dará como resultado la formación del coágulo, en la figura se toma 
como escenario la pared vascular, en donde la célula endotelial da el punto de partida. 
 
2.2.1.2.  Fase de Amplificación 
 
Una vez se ha producido una pequeña cantidad de trombina en la fase de iniciación, 
esta trombina es difundida fuera de las células efectoras contribuyendo a la activación 
de plaquetas que se filtran a través de la vasculatura hacia el sitio de la lesión. La 
unión de trombina a los receptores plaquetarios causa cambios importantes en la 
superficie de esta célula cambiando su forma, intercambio de los fosfolípidos de la 
membrana plasmática, creando una superficie procoagulante, reactiva y receptiva.  
Adicionalmente, la plaqueta sufre degranulación contribuyendo al ambiente 
procoagulante (18,21).  
 
El calcio puede promover el agrupamiento de fosfolípidos de la membrana y promover 
la unión de proteínas de la coagulación a la membrana activa. La externalización de 
fosfatidilserina sobre la membrana plaquetaria genera un incremento significativo en la 
formación de trombina, como ocurre en el Síndrome de Scott, un desorden 
hematológico, en el cual la coagulación no se genera debido a alteraciones en la 
configuración de los fosfolípidos de la membrana celular (20).  
 
Se ha reportado recientemente la existencia de dos vías reguladoras de la función 
procoagulante de la plaqueta in vitro, la vía clásica dependiente de calcio inducida por 
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agonistas fisiológicos y una vía dependiente de Bak/Bax y mediada por caspasas 
(similar a la apoptosis) independiente de la activación plaquetaria. Si las vías 
relacionadas con la apoptosis participan en la externalización de fosfolípidos de la 
superficie plaquetaria para generar trombina in vivo o si estas actúan solamente en la 
producción de una señal que contribuya a la eliminación de las plaquetas por 
fagocitosis aún no se ha definido (20).  
 
La trombina generada actúa sobre el Factor XI,  transformándolo en FXI activado 
(FXIa) y actúa sobre el FV convirtiéndolo en FVa sobre la superficie plaquetaria. La 
trombina así mismo actuará sobre el Factor Von Willebrand (FVW) el cual circula unido 
al Factor VIII y tiene entre otras funciones evitar la degradación del FVIII por 
proteólisis. El FVW es un potente mediador de la agregación y adhesión plaquetaria 
(18, 19, 21). La adhesión al colágeno subendotelial es mediada por receptores de la 
plaqueta colágeno específicos como la glicoproteína Ia/IIa y el FVW, los cuales forman 
puentes entre las plaquetas y las fibras colágeno, activando de esta forma la plaqueta 
(19). La trombina también actuará sobre FVIII convirtiéndolo a su forma activa FVIIIa, 
(18, 19, 21) (figura No.2).  
 
 
 
 
Figura No.2. Fase de Amplificación. En esta figura se esquematiza el segundo paso 
según el modelo celular de la coagulación, en donde la superficie plaquetaria así como la célula 
endotelial juega un papel esencial.  
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2.2.1.3. Fase de propagación 
 
Una vez unas pocas plaquetas han sido activadas, la liberación de los gránulos 
plaquetarios contribuye significativamente al reclutamiento de plaquetas adicionales 
hacia el sitio de la lesión. La fase de propagación ocurre sobre la superficie de estas 
plaquetas, la interacción célula – célula que lleva a la agregación plaquetaria se da por 
la expresión de ligandos sobre esta superficie (18,19,21). 
 
El FIXa generado tempranamente en la fase de iniciación se une al FVIIIa generado en 
la fase de amplificación, el FIXa se genera también durante la fase de amplificación, la 
unión de FVIIIa/FIXa forma el complejo “tenasa” sobre la superficie plaquetaria, el cual  
actuara sobre el Factor X generando FXa sobre la superficie plaquetaria (figura No. 3). 
El FXa se une con el FVa generado por la acción de la trombina en la fase de 
amplificación, formando el complejo protrombinasa, que actúa sobre la protrombina 
produciendo grandes cantidades de trombina, lo que conduce al procesamiento del 
fibrinopéptido A proveniente del fribrinógeno.  
 
Cuando se genera una cantidad suficiente de trombina a una velocidad adecuada se 
genera una masa de fibrina, estas moléculas de fibrina se polimerizaran 
espontáneamente, generando una matriz insoluble de fibrina. Adicionalmente, 
trombina estabiliza la malla recién formada activando al factor XIII a FXIIIa, el cual se 
encarga de entrecruzar las hebras de fibrina que se han polimerizado contribuyendo a 
la estabilización de dicha red (18,19,21). 
 
 
 
Figura No.3. Fase de Propagación. En esta figura se esquematiza el tercer paso según el 
modelo celular de la coagulación, en donde la superficie plaquetaria de la plaqueta activada es 
el punto clave para generar el complejo Tenasa y Protrombinasa fundamentales en el estallido 
de Trombina.  
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2.3.  Factor VIII de la Coagulación 
 
Varias líneas celulares tienen el potencial de expresar el gen del FVIII de la 
coagulación. Se ha demostrado la expresión del RNA mensajero (RNAm) del factor en 
una variedad de tejidos incluido el bazo, nódulos linfáticos y el riñón (24). 
 
Diferentes evidencias indican que en los hepatocitos se encuentra la mayor producción 
de FVIII de la coagulación. Se ha encontrado el RNAm del factor en hepatocitos pero 
no en células sinusoidales. Además, la región promotora del gen del FVIII comprende 
elementos de respuesta que son característicos para la expresión específica en el 
hepatocito. En estudios de inmuno – ultraestructura se ha detectado proteína del FVIII 
en el Retículo Endoplasmico Rugoso y en el Aparato de Golgi de hepatocitos (24). 
 
El gen del FVIII de la coagulación se encuentra en la banda más distal del brazo largo 
en el cromosoma X en la región Xq28. El gen tiene una extensión de 186 kb y 
comprende 26 exones, de estos, 24 varían en longitud de 69 a 262 pb, los dos 
restantes correspondientes al exón 14 y 26 tienen una longitud de 3106 pb y 1958 pb 
respectivamente. Además, el exón 26 en la región 3’ cuenta con secuencias que no 
son traducidas (4). El RNAm procesado tiene una longitud de aproximadamente 9kb 
que codifica para una proteína precursora de 2351 aminoácidos (300 kb), la cual está 
compuesta por los dominios estructurales A1-A2-B-A3-C1-C2 y los dominios 
intermedios a1, a2 y  a3 (25), los cuales tiene grupos de residuos de acido aspártico y 
acido glutámico, por esta razón se denominan péptidos ácidos (24). 
 
A partir de esta proteína estructuralmente entera, se remueven 19 residuos del 
extremo N – terminal, el péptido señal, para generar la proteína madura, el producto 
funcional (4). Posteriormente durante los eventos que desencadenan la coagulación, 
será procesada por trombina, conduciendo a la activación del FVIIIa. Primero rompe 
en la arginina 1689, en la unión del dominio B con A3, generando una cadena pesada 
con un tamaño que varía entre 90–210 kDa, la cual contiene los dominios A1, A2 y 
fragmentos heterogéneos del dominio B que en ese momento se encuentra 
parcialmente proteolizado (4).  
 
Durante este proceso un péptido ácido de 40 aminoácidos es liberado (a3) a partir de 
la región C- terminal formando una cadena liviana de 73 kDa que contiene los 
dominios A3–C1–C2. Posteriormente trombina procesará la proteína entre los 
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dominios A1 y A2, rompiendo hacia la arginina 372 y la arginina 740 entre los dominio 
A1 y B, generando un dominio A1 de 54 kDa y un dominio A2 de 44 kDa. La proteína 
activada hace un complejo con cobre (4). 
 
En plasma esta proteína de la coagulación circula como un heterodímero con una 
serie de uniones no covalentes, producidas por el procesamiento proteolítico en la 
unión de los dominios B y A3 o del dominio B. De esta manera, el FVIII in vivo consiste 
en una cadena pesada de masa molecular variable, entre 90 kDa, cuando solo los 
dominios A1-A2 están presentes y 220 kDa cuando el dominio B entero está presente 
y una cadena liviana compuesta de los dominios A3-C1-C2 con una masa molecular 
de 76 kDa (25). 
 
Antes de la iniciación de la coagulación el FVIII circula unido de forma no covalente 
con el FVW. La interacción entre el FVIII y el FVW tiene una función protectora para el 
FVIII contra la acción proteolítica de la PCA, por esta razón, una mutación que afecte 
este sitio de unión del FVW/FVIII puede causar un fenotipo clínico similar a la hemofilia 
A (4). Durante la coagulación la proteólisis cercana a la región N-terminal por trombina, 
remueve un péptido del sitio de unión con el FVW, originando la liberación del FVIII 
(25). 
 
Cada uno de los dominios A, comprendidos por los dominios A1, A2 y A3, abarca dos 
estructuras centrales altamente conservadas, barril β, que son ligeramente inclinadas 
con respecto a las otras. Estos se unen al cobre y al calcio, así como al Factor X y al 
Factor IX activo, los cuales son esenciales para su actividad catalítica. El dominio 
central B contiene sitios de procesamiento para trombina y son removidos en el curso 
de la transición a su forma activa. Los dos dominios C contribuyen a la unión al FVW y 
FXa, en el caso de la forma activada, también es un punto de unión a los fosfolípidos 
de la membrana. De acuerdo con este modelo, el dominio A3 está estrechamente 
asociado con los dominios C1 y C2 en cercanía a los fosfolípidos de la membrana 
plasmática (25) 
 
El estado inicial de secreción de la proteína involucra la translocación del polipéptido 
maduro de 2332 aminoácidos al lumen del Retículo Endoplásmico (RE), donde ocurre 
la N- glicosilación. Dentro del RE el FVIII interactúa con proteínas chaperonas, entre 
ellas la calreticulina, la calnexina y la proteína de unión a Ig (BIP) (24). Durante su 
paso en el RE uno de los pasos importantes en el procesamiento de la proteína es la 
glicosilación, un proceso que se lleva a cabo por parte de las glicosilasas, de esta 
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manera si no se obtiene una correcta demanosilación y glicosilación, la proteína es 
enviada al proteosoma, por esta razón, el patrón de glicosilación de los residuos de 
asparragina es importante en la movilización de la proteína del FVIII a partir del 
Retículo Endoplasmico hacia el Aparato de Golgi (4).  
 
Debido a la interacción con estas chaperonas, una alta proporción de moléculas del 
FVIII son retenidas en el RE, siendo limitado el transporte del RE hacia el Aparato de 
Golgi (24). En este paso parece estar involucrada ERGIC53 una proteína intermediaria 
en el paso de Retículo Endoplásmico al Aparato de Golgi, de 53 kDa, también 
denominada LMAN1 (lectin, mannosebinding1) y MCFD2 (multiple coagulation factor 
deficiency 2 protein). Ambas proteínas forman complejos estables con el FVIII en la vía 
secretora en la célula hepática y probablemente transporten nuevo FVIII y FV 
sintetizado a partir del RE al Aparato de Golgi. Defectos en LMAN1 y MCFD2 generan 
una deficiencia combinada de FV y FVIII (4). 
 
En el Aparato de Golgi, el FVIII es sometido a procesamientos adicionales incluidos 
orto- glicosilaciones y sulfatación de los residuos tirosina, este paso es importante en 
el procesamiento eficiente de la trombina. Así mismo, las uniones disulfuro que 
enlazan los residuos de cisteína libres son necesarias para el correcto plegamiento de 
la proteína (4) 
 
2.4. Mutación y mecanismos asociados  
 
La mutación es quizá el más importante de todos los procesos genéticos, generando 
variación entre individuos de una especie y entre las células que componen el mismo 
individuo (47). 
 
A pesar que la causalidad de la mutación se describe como un proceso aleatorio, 
existe abundante evidencia acerca de este proceso y se cree que está lejos de ser 
aleatorio. En los últimos 20 años se ha demostrado que la mutación genética humana 
es con alta frecuencia un proceso secuencia - especifico, independiente del tipo de 
lesión involucrada (50).  
 
A partir de estos reportes se ha establecido que algunas secuencias de DNA son 
heredablemente más propensas a presentar mutaciones dependiendo de ciertos 
factores como: la secuencia de bases, secuencias repetitivas, modificaciones 
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epigenéticas y/o estructuras secundarias características, estas características propias 
hacen del proceso mutacional un evento altamente especifico (50). De esta manera, 
además de las características genómicas estructurales prominentes que podrían 
actuar a distancia provocando grandes rearreglos genómicos, la naturaleza, frecuencia 
y localización de microlesiones son frecuentemente afectadas por el contexto de la 
secuencia de DNA (50). 
2.4.1. Factores que influyen sobre los rangos mutacionales   
Los rangos mutacionales entre organismos unicelulares y multicelulares se mantienen 
en una proporción sorprendentemente bien conservadas entre 1 x 10 -9  y 1 x 10 -10 
mutaciones por base por división celular. Así mismo, la mayoría de las mutaciones 
deletéreas que tienen lugar en un organismo se remueven rápidamente del pool 
génico a través de selección. Sin embargo, algunas mutaciones con efectos levemente 
deletéreos pueden permanecer en una población y conducir a fenotipos asociados a 
enfermedad (46). 
 
En organismos multicelulares es necesaria la diferenciación entre el proceso 
mutacional que ocurre en línea germinal y los que tienen lugar en el soma. Aunque la 
presión selectiva en línea germinal y soma difieren, estos comparten un grupo común 
de enzimas de reparación. Las mutaciones en línea germinal pueden pasarse a la 
descendencia y tener consecuencias adversas en el fenotipo. Por otra parte las 
mutaciones que tienen lugar en el soma contribuyen al desarrollo de síndromes 
neoplásicos y no neoplásicos (46). 
 
A partir de la comparación de pseudogenes y sus contrapartes funcionales se ha 
demostrado que los nucleótidos G y C son aproximadamente dos veces más mutables 
que los nucleótidos A y T en mamíferos, un patrón que parece ser cualitativamente 
común tanto en especies bacterianas como eucarioticas estudiadas a la fecha (47). 
 
El estudio de DNA no codificante ha mostrado que el rango de mutación también 
depende de la identidad de los nucleótidos adyacentes, esto se ha demostrado en 
mamíferos, mostrado el patrón “CpG” el efecto más sobresaliente, en el cual el rango 
de mutaciones “transición” es elevado hacia los nucleótidos CG por aproximadamente 
30 veces con respecto al promedio del rango mutacional en grandes simios y cerca de 
15 veces en otros mamíferos. El rango de transversiones también es elevado hacia 
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estos dinucleótidos.  Esto significa que un dinucleótido CpG tiene un rango mutacional 
que es aproximadamente 10 veces superior al de otros sitios (47). 
 
Por otro lado, se ha demostrado que la transcripción parece tener algunos efectos 
sobre el patrón de mutación, de esta manera en secuencias codificantes, la hebra no 
templete presenta un exceso de A – G relacionado con la transición T – C y C-T 
relacionado con la transición G – A este es un efecto muy fino que no conduce a 
diferencias sobre todo el rango de mutacional en línea germinal. Esto podría hacer que 
el desempeño del TCR se encuentre perfectamente acoplado en línea germinal 
conduciendo a un incremento en el rango de lesión debido a la transcripción. Esta 
situación es diferente en el tejido somático en el cual el DNA transcrito tiene 
sustancialmente menor incidencia de mutaciones que el DNA no transcrito.  Por otro 
lado también se ha descrito que la presencia de Inserciones y deleciones (InDels) 
incrementa en un 40% el rango mutacional (47). 
 
Hasta ahora se han expuesto factores que hacen posible la variación en el rango 
mutacional en pequeña escala, sin embargo, como es el caso del gen del FVIII, 
existen otro espectro mutacional sobre el cual tienen efecto otros eventos como lo son 
el tiempo de replicación, en el caso de los hombres el rango de recombinación, 
distancia desde los telómeros, contenido GC, sitios de unión a la lámina nuclear y 
contenido de repeticiones simples. Estudios recientes sugieren que el tiempo de 
replicación y la distancia a partir de los telómeros cuando se consideran en orden de 
importancia, las sustituciones no CpG, seguido del rango de recombinación y 
finalmente el contenido GC, como factores que pueden afectar los rangos 
mutacionales (47).  
 
El rango de mutación CpG parece depender principalmente de dos factores en la 
escala de una megabase: densidad de metilación y del contenido GC. De esta manera 
por ejemplo regiones de replicación tardía presentan un rango mutacional 
aproximadamente 20 – 30% superior al de regiones de replicación temprana en 
homínidos y cerca del 10% más alto en roedores, por otro lado regiones de alta 
recombinación presentan rangos de sustitución aproximadamente 50% superiores a 
regiones de baja recombinación (47).  
 
A partir de estos hallazgos pareciera que el rango de recombinación se correlaciona 
con el rango sustitución. Se presentan por lo menos dos explicaciones a esta 
correlación: la recombinación podría ser mutagénica, posiblemente mediante una 
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interacción con InDels o podría causarse por una conversión génica GC-sesgada (GC-
BGC), este último GC-BGC se origina en el proceso de reparación de DNA 
heteroduplex formado durante la recombinación (47).       
 
Por otra parte, la correlación entre el tiempo de replicación y el rango de sustitución se 
debe probablemente a la influencia de la replicación sobre el rango mutacional. 
Desafortunadamente a este respecto son muchas las explicaciones posibles y poca la 
evidencia que las apoya, por ejemplo, se ha sugerido que el DNA de replicación tardía 
podría presentar un alto rango mutacional debido a que el DNA se presentaría  como 
cadena sencilla más allá de la fase S tardía haciendo más lenta la replicación debido a 
la depleción de nucleótidos libres o debido al descenso en la reparación de malos 
apareamientos durante la fase S (47, 50). 
 
Por otra parte, a partir de los trabajos de Miyata y colaboradores. 1987, se asumió que 
el rango mutacional podría ser igual entre hombres y mujeres debido a la tasa de 
divisiones celulares en línea germinal, sugiriendo el mismo rango de división celular 
tanto en la espermatogénesis y como en la oogénesis, Sin embargo, actualmente se 
conoce que en humanos y probablemente en otros organismos, los dos sexos difieren 
en los niveles de metilación y de esta manera en la mutabilidad CpG una manera sexo 
específica (48). 
 
De esta manera el testículo y el ovario claramente representan dos ambientes 
mutacionales diferentes, los cuales muestran diferencias a nivel fisiológico como 
morfológico y en el rango y sincronización de división mitótica de las células 
germinales.  En las mujeres la división celular que tiene lugar en la oogénesis se cree 
que sucede durante en el periodo perinatal con una detención de la meiosis, mientras 
en los hombres, la mayoría de las divisiones celulares en la espermatogénesis ocurren 
después de la madurez sexual. Es importante anotar que estudios de microarrays del 
genoma apoyan esta teoría a partir de la identificación expresión diferencial entre 
líneas germinales de mujeres y hombres, incluyendo genes involucrados en la 
reparación del DNA (48). 
 
Una explicación a este fenómeno es que a partir de la continua producción de 
esperma a lo largo de la vida adulta se podría aumentar la sensibilidad de las células 
germinales masculinas a los efectos del envejecimiento y la senescencia, debido a la 
acumulación de mutaciones somáticas en genes involucrados en la maquinaria de 
reparación (48).  
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Con respecto a la oogénesis se ha encontrado que el número de divisiones mitóticas 
puede ser relativamente similar entre diferentes vertebrados, sin embargo, el número 
de divisiones celulares durante la espematogénesis puede ser más alto en especies 
que a) vivan durante largos periodos, b) se reproduzcan hacia una etapa tardía 
(teniendo largos periodos pre - reproductivos) y / o c) se reproduzcan en varias 
ocasiones durante su vida. Otro evento que se ha estudiado y que contribuye al sesgo 
mutacional con respecto a los hombre es el incremento en la producción de esperma 
como resultado de la competencia espermática, lo que conduce a un incremento en el 
rango mutacional masculino, independiente de la desaceleración en el rango 
mutacional de las mujeres, dando como resultado un incremento en el rango 
mutacional total (48). 
 
2.4.1.1. Puntos calientes de mutación dinucleótidos CpG 
 
La 5-metilcitocina (5mC) es la modificación post síntesis más frecuente en el genoma 
humano y ha sido asociada a la presencia de dinucleótidos CpG, sin embargo, hoy se 
sabe que no es un evento exclusivo de estas secuencias. Desde hace 25 años tras 
haberse descrito la primera mutación en transición en el gen de FVIII de la coagulación 
que generaba el fenotipo de hemofilia A, a la fecha, se han descrito diferentes genes 
que presentan este tipo de mutación siendo el observado el reemplazo  CGA > TGA 
en una frecuencia desproporcionalmente superior como causa de enfermedades 
genéticas humanas (50).  
 
Sin embargo, este fenómeno no se debe solo a la hipermutabilidad de los 
dinucleótidos CpG, sino también a mutaciones sin sentido (nonsense) que se hereden 
más frecuentemente que las mutaciones de cambio de sentido (missense) lo que llama 
la atención sobre su gran impacto funcional (50). 
 
En un principio se relacionó la hipermutalidad de los dinucleótidos CpG con su 
predisposición  como el mayor sitio de metilación de citocinas en el genoma humano. 
Esto se debe a que mientras la citocina espontáneamente se deamina hacia uracilo, el 
cual es eficientemente reconocido como una base no DNA y es removido por la uracil 
– DNA glicosilasa, la deaminación espontánea de la 5mC resulta en timina, creando el 
desacople G*T el cual es removido por la proteína 4 del dominio de unión CpG 
metilada (MBD4) y/o la glicosilasa timina DNA, seguido por el mecanismo de 
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reparación por exinción de bases (BER) el cual es hereditariamente menos efectivo 
(50).  
 
Es importante tener en cuenta que este no es el único mecanismo involucrado en la 
propensión a mutaciones asociado con los dinucleótidos CpG; se han descrito otros 
procesos mutacionales asociados, como la incorporación nucleótidica durante la 
replicación (50). Se ha estimado que en el contexto de las enfermedades hereditarias 
el rango de transición CG > TG es 5 veces superior al rango de mutación en bases, 
por otro lado, la hipermutabilidad de 5mC estimada, se encuentra en un rango de 4 a 
15 veces superior según datos obtenidos  a partir de estudios de divergencia evolutiva 
de las secuencias, sin embargo, lo realmente determinante en la hipermutabilidad en 
dinucleótidos CpG como una agente causal de enfermedades hereditarias es el nivel 
de metilación en línea germinal (50). Pasando de esta manera a otro nivel de 
complejidad relacionado con el grado o eficiencia de la metiltranferasa en la metilación 
del DNA en sitios específicos.  
 
También podrían aparecer estructuras locales de DNA mediante la formación de otras 
estructuras de DNA diferente a la canóníca doble hélice con giro hacia la derecha, las 
cuales pueden influir la eficiencia de en la metilación del DNA. Otra fuente de mutación 
asociada a 5mC es la inducción a través del genoma de rupturas de hebra sencilla 
generadas durante las oleadas de demetilación y remetilación en el cigoto (50). 
 
Esta correlación entre los rango mutacionales de dinucleótidos CpG y no CpG parece 
ser independiente del contenido G+C, rango de recombinación, localización 
cromosomal, entre otros. Este efecto parece estar sujeto a un umbral de 
aproximadamente 0,53%, alcanzando una saturación cuando el contenido CpG 
alcanza un nivel por encima de aproximadamente 0,63%, por esta razón algunos 
autores relacionan el efecto CpG como una propiedad intrínseca de la estructura del 
DNA (50).  
 
Del mismo modo, se ha estimado que el 5% de las mutaciones missense / nonsense 
causantes de enfermedades hereditarias en humanos podrían ser atribuidas a 
metilación mediada por deaminación de 5mC en secuencias trinucleótidicas de tipo 
CpHpG. Otro efecto que también se ha observado es la sustitución de nucleótidos 
dependiente de los rangos de sustitución y de la identidad de las bases vecinas (50).  
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Los más importantes T >(C,A), A>(C,G), y G>(T,C) parecen tener un sesgo para los 
nucleótidos en la posición -1, mientras T>(C,G), C>(G,A), A>(T,G) y G>T son 
sesgados por nucleótidos en la posición +1. Sin embargo, la influencia de los 
nucleótidos cercanos decrece marcadamente con la distancia a partir del sitio de 
sustitución de nucleótidos, al parecer la influencia de las secuencias de DNA cercanas 
se va debilitando a una distancia superior de 2pb a partir del sitio de sustitución (50). 
Estudios recientes sugieren que la presencia en la vecindad de secuencias capaces 
de formar estructuras de DNA no – B podrían influir en la mutabilidad de nucleótidos 
(51).   
 
Un posible mecanismo que puede contribuir al efecto del ambiente sobre secuencias 
locales de DNA, sobre la naturaleza y localización de sustituciones de pares de bases 
individuales es la mutagénesis por desalineamiento. Un desalineamiento transitorio del 
templete molde causado por un bucle de una sola base puede conducir a la no 
incorporación de nucleótidos durante la replicación del DNA. En caso de no ser 
correctamente reparado, estas estructuras no alineadas pueden ser obviadas y 
extendidas por una DNA polimerasa de baja fidelidad, conduciendo al desarrollo de 
mutaciones heredables (52).  
 
Las bases moleculares de los mecanismo asociados a las características propias de la 
secuencia son complejas, sobre todo cuando se trata de variaciones inter o 
intracromosomal extensa como es el caso del FVIII de la coagulación y la inversión de 
los intrónes 1 y 22, en este caso podría no depender solo del efecto de nucleótidos 
cercanos, en vez de esto, el espectro mutacional está conducido probablemente como 
resultado de la combinación de diferentes procesos como lo son: mecanismos 
mutacionales endógenos y exógenos secuencia específica, tendencia de la célula a 
reparar la mutación en cuestión, seguido de la replicación del DNA reparado y 
composición de la cromatina (50).  
 
Por último se ha descrito que la flexibilidad local del DNA también juega un papel 
modulando la eficiencia de las enzimas involucradas tanto en las vías de reparación 
por exinsión de bases (BER) así como Reparación de Apareamientos Erróneos (MMR) 
(50). 
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2.4.1.2.  Inserciones y deleciones (InDels) 
  
Con respecto a las microdeleciones y microinserciones, en análisis de secuencias de 
alta complejidad se ha demostrado que la combinación entre el resbalamiento de la 
polimerasa mediado por mal apareamiento en repeticiones directas y la formación de 
estructuras secundarias promovida por elementos simétricos, cuenta como la causa 
para la mayoría de las microinserciones y microdeleciones documentadas, de esta 
manera las microinserciones y microdeleciones muestran similitudes con respecto a 
las secuencias de DNA que las flanquean, lo que podría implicar que comparten 
mecanismos subyacentes (53). 
 
El resbalamiento de la polimerasa durante la replicación es clave en la comprensión de 
la génesis de microdeleciones y microinserciones. El resbalamiento durante la 
replicación involucra la pausa de la DNA polimerasa en la secuencias de repeticiones 
directas, la disociación de la enzima, el realineamiento de la polimerasa hacia una 
segunda copia de repetición directa en la vecindad, generando un desalineamiento 
intermedio, seguido por el reinicio de la replicación del DNA (54). 
 
En estudios in vitro se ha demostrado que la fidelidad de la replicación del DNA es 
altamente dependiente tanto del ambiente local de la secuencia de DNA y del tipo de 
DNA polimerasa involucrada. Por otro lado, diferentes DNA polimerasas parecen 
caracterizarse por diversos tipos mutagénicos de desalineamientos durante la 
replicación / reparación del DNA, conduciendo a tipos de lesión variables  (55, 56). 
 
2.4.1.3. Variaciones estructurales 
 
Las poblaciones humanas muestran grandes polimorfismos a partir de adiciones o 
deleciones en el número de copias de segmentos cromosómicos y el número de genes 
en estos segmentos, este fenómeno es conocido como variación en el número de 
copias (CNV) (57). Una alta proporción del genoma alrededor del 13% (50) está sujeta 
a variación en el número de copias. Esta variación puede alcanzarse tanto meiotica 
como somáticamente, por otra parte, estudios en gemelos han demostrado que el 
número de copias génico entre ellos difiere y que las secuencias repetitivas pueden 
variar con respecto al órgano y al tejido en el cual se encuentren, incluso en el mismo 
individuo (57). 
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La variación en el número de copias parece ser por lo menos tan importante como los 
Polimorfismos de Nucleótido Simple (SNPs), siendo determinantes en la variabilidad 
entre individuos humanos, además de ser una fuerza importante en la evolución, 
especialmente en lo que se refiere a la evolución rápida que ocurre y está ocurriendo 
en humanos y en simios de linajes superiores (57).  
 
La variación en el genoma humano ocurre a diferentes niveles. Inicialmente se 
describieron como cambios de un nucleótido entre o fuera de regiones codificantes o 
como alteraciones visibles microscópicamente que afectan parte o incluso el 
cromosoma entero. Estas diferencias segmentales reflejan la naturaleza dinámica de 
nuestro genoma, además, de ser parte de nuestra variabilidad fenotípica. Actualmente, 
este fenómeno se estudia como una fuente de predisposición a enfermedades (58). Un 
cambio en el número de copias, requiere un cambio en la estructura del cromosoma, 
uniendo dos secuencias de DNA que se encuentran formalmente separadas, muchos 
de estos cambios estructurales muestran extremos recurrentes (57, 58). 
 
 Las CNVs se pueden categorizar en recurrentes y no recurrentes, las cuales son 
mediadas por diferentes mecanismos moleculares. Los rearreglos recurrentes son 
aquellos que muestran un patrón de puntos de ruptura idéntico y son mediados por 
repeticiones de bajo número de copias o duplicaciones segmentales (LCR). LCR  son 
secuencias que ocurren dos o pocas veces en el genoma haploide y que alcanzan 
identidades superiores al 95% y longitudes generalmente superiores a 1Kb (57), estas 
secuencias están involucradas en eventos de recombinación entre estas secuencias 
repetitivas en un mecanismo conocido como Recombinación Homóloga No Alélica 
(NAHR) (57).  
 
Por otra parte, los rearreglos no recurrentes pueden darse por dos mecanismo 
diferentes: Unión de Extremos No Homólogos o por un mecanismo recientemente 
descrito que tiene lugar durante la replicación Fork stalling and Template Switching o 
estancamiento de la horquilla y cambio de templete (FosTeS). La mayoría de las CNVs 
no recurrentes ocurren en sitios de homología limitada de 2 - 15 pb (microhomologías), 
otra característica de estos eventos es que los cambios cromosómicos pueden llegar a 
ser complejos, ya que pueden encontrarse secuencias cortas de otras localizaciones 
insertadas en el sitio de unión, pueden incluir mezclas de duplicaciones, triplicaciones, 
inversiones y deleciones o pueden estar intercaladas con secuencias no modificadas 
(57).  
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Otra característica es que a pesar que los rearreglos no recurrentes se generan 
independientemente de las secuencias LCR, se ha demostrado que las regiones 
cromosómicas que participan en estos eventos están flanquedas por secuencias ricas 
en LCRs, ya sean repeticiones directas o invertidas, resultando en una arquitectura 
genómica regional compleja (57). Probablemente debido a los mecanismos que están 
asociados a su formación, la CNVs ocurre 100 – 1000 veces más frecuentemente que 
las mutaciones puntuales, contribuyendo en gran medida a la variabilidad de nuestro 
genoma (60). A estas variaciones estructurales también se han asociado mecanismos 
implicados en replicación y retrotransposicion L1 (59, 60). 
 
Hasta el momento se ha hablado del papel de la CNV en regiones que contienen 
genes que son sensibles a dosis como principal mecanismo de enfermedad generando 
un efecto ya sea por pérdida o ganancia de material que puede tener consecuencias 
en los niveles de expresión (57, 58). Por otra parte la CNV en regiones no codificantes 
se habían considerado no patogénicas debido a que los mecanismos adyacentes son 
menos evidentes. Estudios recientes han descrito CNVs en regiones no codificantes 
podrían ejercer un papel importante en la regulación transcripcional de genes 
distantes. Esto se sugiere a partir de las características que presentan las regiones 
que flanquean las secuencias en donde se han observado estos procesos (58). 
2.4.2. Recombinación meiótica 
Antes de hablar acerca de algunos aspectos y mecanismos asociados a la variabilidad 
genómica y la CNVs, es necesario mencionar algunos tópicos generales de la genética 
actual con respecto a la recombinación meiótica.  
  
Los gametos son el producto de un programa meiótico en el cual la célula germinal 
diploide es sometida a una ronda de replicación del DNA, seguida por dos rondas 
sucesivas de división celular. Durante este proceso los gametos adquieren un nuevo 
juego de alelos parentales. Posteriormente, la fusión de los dos gametos durante la 
reproducción sexual resulta en la reconstitución de un genoma diploide, dando por 
resultado descendientes que son genéticamente diferentes de sus padres (61). 
 
Antes de la primera división meiótica, la recombinación inicia cuando se introducen 
deliberadamente al DNA rupturas de doble cadena (DSBs) en cada cromosoma, estas 
DSBs son reparadas por intercambio genético entre secuencias homólogas, 
resultando en una inter - conexión física entre parejas homólogas. Estas conexiones 
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permiten la correcta orientación de los homólogos sobre el eje meiótico y la migración 
hacia polos opuestos. La recombinación meiótica por lo tanto promueve la estabilidad 
genética y la fidelidad en la transmisión del genoma, debido a que la reparación de las 
DSBs es limitada a secuencias de DNA alélicas y además, permitiendo la distribución 
precisa de los cromosomas en los gametos (61). 
 
Por esto es razonable pensar que errores durante la recombinación meiótica pueden 
afectar la estabilidad genómica durante la gametogénesis. Diferentes estudios han 
descubierto que NAHR es un mecanismo que afecta la estabilidad genómica en la 
línea germinal, este proceso se lleva a cabo por la recombinación aberrante entre 
segmentos de DNA no alélicos, con la particularidad que estos segmentos comparten 
una alta similitud. Debido a la alta proporción de secuencias repetitivas en el genoma 
de eucariotas desde levaduras hasta el humano, se ha considerado que los DSBs que 
tiene lugar durante la meiosis entre secuencias repetitivas podrían considerarse una 
causa potencial de rearreglos genómicos mediante la reparación de secuencias no 
alélicas. En humanos, eventos mediados por NAHR se han vistos asociados a 
alteraciones cromosómicas, las cuales a su vez han sido implicadas en numerosos 
desordenes (61).   
 
2.4.2.1. Mecanismos de recombinación 
 
Mucho de lo que se conoce hasta ahora acerca de los eventos moleculares de la 
recombinación meiótica, proviene de estudios en levadura. Cada DSB es formado por 
la enzima especifica de esporulación proteína 11 (Spo11), la cual media la reacción de 
trans-esterificación similar a la de las topoisomerasas. Cada monómero Spo11 
permanece covalentemente unido a los extremos 5’ de la hebra de DNA hacia cada 
DSB y son liberados luego del clivaje endonucleolítico de cada hebra hacia los sitios 3’ 
de las DSBs. Los dos extremos 5’ de las DSBs son resecados para exponer una sola 
cola 3’ hebra sencilla (ssDNA) (61). 
 
Las proteínas de intercambio de hebra Rad51 y Dmc1 se unen a estas colas, en busca 
de las secuencias homólogas de DNA y catalizan la invasión por una o dos colas 3’ de 
ssDNA entre las secuencias de un homólogo de doble hebra intacto, generando de 
esta manera una estructura de heteroduplex. Esto resulta en la separación de las 
hebras del DNA invadido y la formación de un producto intermedio conocido como el 
asa de desplazamiento o el D- Loop. La resíntesis de las hebras de DNA detenida por 
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la resección es iniciada por cada cola 3’ de ssDNA, usando la hebra del homologo 
invadido como templete (61).  
 
Por algunos eventos de recombinación, los intermediarios de DNA ramificados 
contienen parejas de uniones Holliday que son formadas y subsecuentemente 
resueltas, dando por resultado una molécula de DNA recombinante madura que se 
encuentra primariamente en una configuración de entrecruzamiento. Otros eventos de 
recombinación se cree que se procesan por un mecanismo denominado síntesis 
dependiente de anillamiento (SDSA). Este mecanismo conduce principalmente a no 
entrecruzamiento. La selección entre entrecruzamiento o no entrecruzamiento se 
encuentra altamente regulada (61). 
 
En los dos mecanismos expuestos antes se forman estructuras de heteroduplex de 
DNA de los dos alelos parentales, es importante diferenciar estos procesos con los 
que se llevan a cabo en la conversión génica en donde pueden ocurrir heterólogos que 
son causados por diferencias entre secuencias en dos hebras que han sido reparadas 
por reparación de malos apareamientos. La conversión génica puede ocurrir tanto con 
entrecruzamiento como sin él. La dirección de la información génica transferida a 
causa de la conversión es frecuentemente dirigida hacia el sitio donde el DSB fue 
originado inicialmente y es convertido en una copia de la secuencia del homólogo que 
no se ha roto. Como consecuencia la información genética transferida resulta en una 
homogenización de la secuencia entre los alelos participantes (61). 
 
2.4.2.1.1.  Recombinación Homóloga 
  
La recombinación homóloga es una vía clave en el mantenimiento de la integridad 
genómica entre generaciones y durante el desarrollo de los organismos. Una célula 
humana diploide típica necesita mantener cerca de 6 x 109  pb en una secuencia, 
además de una organización cromosómica correcta (62). La recombinación homóloga 
se encuentra subyacente en muchos procesos de reparación del DNA, así como es 
responsable de la segregación ordenada de los cromosomas y la generación de 
nuevas combinaciones de alelos asociados durante la meiosis (57). 
 
 La recombinación homóloga es usada en la reparación de ruptura y gaps en el DNA, 
los cuales causan detención de la horquilla de replicación (57, 62). Sin embargo, la 
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recombinación es potencialmente peligrosa de tal manera que puede conducir a 
grandes rearreglos cromosómicos y estados intermedios potencialmente letales (62). 
 
La recombinación homóloga ha sido dividida en tres estados: presinapsis, sinapsis, 
postsinapsis. Durante la presinapsis, el DNA dañado es procesado hasta formar una 
región extendida de DNA de cadena simple (ssDNA) al cual se une la proteína de 
replicación A (RPA). En levaduras este paso requiere la complejidad de 5 nucleasas 
[Mre11-Rad50-Xrs2 (MRX)], Exo1, Dna2, Sae2, Sgs1  y en humano (MRE11-RAD50-
NBS1 [MRN]), CtIP y BLM. La unión de RPA elimina estructuras secundarias en el 
ssDNA (62).  
 
Tres clases diferentes de mediadores han sido descritas, pero sus mecanismos de 
acción son pobremente entendidos. De estos el parálogo Rad51 constituye el primer 
grupo, en mamíferos comprende 5 proteínas (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 Y 
XRCC3). Estas proteínas comparten el core de RecA con Rad51, sin embargo, no son 
aptas para la formación de filamentos extensos sobre el DNA. Una segunda clase 
tipificada en levadura la proteína Rad52, la cual desarrolla dos funciones 
independientes, como mediador y una segunda función permitiendo el anclaje de RPA 
a la ssDNA. Una tercera clase de proteínas mediadoras, es representada por BRCA2, 
la proteína supresora tumoral de cáncer ovárico y de seno humana. BRCA2 humana 
que presenta dominios de unión al ssDNA (OB-folds), un motivo de unión al DNA de 
doble hebra (dsDNA) y sitios de unión a Rad51, lo que sugiere que este es blanco de 
Rad51 en la nucleación de los filamentos en la unión del dsDNA en los extremos 
resecados (62). 
 
Durante la sinapsis, los filamentos de Rad51 buscan su homólogo y se realiza la 
invasión de la hebra de DNA, generando un desplazamiento del loop (D loop) dentro 
del cual la hebra invade e inicia la síntesis del DNA. La proteína Rad54 es necesaria 
para la estabilización de los filamentos Rad51, aumentar la formación del D-loop por 
Rad51 y promover la transición de invasión de la hebra de DNA a síntesis de DNA 
disociando Rad51 del heteroduplex de DNA (62). Posteriormente, en la postsinapsis, 
las tres sub - vías de la recombinación homóloga se distinguen una de la otra, cada 
una con requerimientos enzimáticos específicos que hasta el momento han sido solo 
parcialmente definidos. La formación del D - loop representa el punto para la 
ramificación de las múltiples sub - vías (BIR, SDSA, dHJ) (62). 
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En ausencia de un segundo extremo, D- loop puede generarse en la horquilla de 
replicación en un proceso denominado Replicación Inducida por Ruptura (break – 
induced replication (BIR)). Aunque este proceso restaura la integridad de los 
cromosomas, puede conducir a pérdida de heterocigosis (LOH) de toda la información 
distal hacia el punto de ruptura de la doble hebra (DSB). En la presencia de un 
segundo extremo, la vía predominante para la reparación de DSB en células 
somáticas parece ser la Síntesis Dependiente del Anillamiento de la Hebra (síntesis 
dependent annealing (SDSA)) (62).  
 
Mientras la generación de entrecruzamientos por la formación de las dobles uniones 
de Holliday (dHJ) es el propósito de la recombinación meiótica, la reparación del DNA 
recombinacionalmente en células somáticas es raramente asociado con 
entrecruzamientos. La formación de dHJ involucra la captura del segundo extremo, un 
proceso que es activamente bloqueado por Rad51 in vitro, sugiriendo un mecanismo 
inherente sesgado hacia SDSA. Los componentes intermedios pueden ser resueltos 
por endonucleasas, sin embargo el mecanismo exacto y la identidad de las proteínas 
involucradas permanece en debate. Además, dHJs pueden resolverse por un 
mecanismo complejo que involucra la proteína BLM en humanos, topoisomerasa 3 y 
cofactores. Las dos uniones migran una hacia la otra, logrando un hemicatenano que 
es eliminado por la Topo3 (62)  
 
Generalmente el punto final de la disolución es siempre el no entrecruzamiento 
evitando rearrreglos potenciales. Los entrecruzamientos son definidos como eventos 
de recombinación que conducen al entrecruzamiento de marcadores flanqueados, 
generando deleciones, inversiones o traslocaciones, al ser entre secuencias no 
alélicas mediado por secuencias repetitivas de DNA (62).   
  
En los eventos de recombinación homóloga se requiere una amplia identidad entre las 
secuencias de DNA (más de 50pb en E. coli y más de 300pb en células de mamíferos 
y humano). La razón de este requerimiento dual es que un paso temprano en la 
mayoría de vías de recombinación homóloga es la invasión catalizada por 
RecA/Rad51. Por otro lado, el mecanismo de recombinación no homóloga usa solo 
microhomologías, sino incluso regiones sin homología (57). 
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2.4.2.1.1.1.  Mecanismos Adyacentes 
 
El entrecruzamiento entre cromosomas homólogos puede conducir a LOH si las 
cromátidas portan el mismo alelo y segregan juntas en la mitosis. Si se forma un 
entrecruzamiento entre homólogos en posiciones no alélicas en el mismo cromosoma  
(NAHR) esto resulta en duplicación o deleción de secuencias, como ya se 
mencionado. Los entrecruzamientos durante la recombinación intracromosomal entre 
repeticiones directas o invertidas conducen a deleción o inversión respectivamente 
(57).  
 
En todos los organismos estudiados hasta ahora, incluyendo humanos, se ha 
reportado un sesgo en células vegetativas hacia el no entrecruzamiento. Esta 
tendencia podría explicarse si los eventos de recombinación homóloga ocurrieran por 
el modelo de doble unión de Holliday en células meióticas y por el modelo de SDSA en 
células mitóticas. Otro factor que puede ser restrictivo es la longitud de las 
repeticiones, dado que los entrecruzamientos ocurren con menor probabilidad durante 
la recombinación homóloga de repeticiones cortas, probablemente debido a la menor 
capacidad de formar el intermediario del entrecruzamiento que es la doble unión de 
Holliday (57). 
 
El proceso denominado Ruptura Inducida por Replicación (BIR) normalmente es fiel y 
no deja rastro, sin embargo, puede conducir a LOH si los extremos rotos invaden una 
molécula homóloga en lugar de una hermana. Si el proceso de reparación involucra 
secuencias homólogas en una posición cromosomal diferente, de esta manera puede 
resultar en translocación, duplicación o deleción, constituyendo un mecanismo 
alternativo para NAHR. Por otro lado diferentes autores han sugerido que BIR es un 
mecanismo que resulta en cambio de la estructura cromosomal (57). 
 
Pueden ocurrir pequeñas deleciones por un mecanismo de reparación de rupturas que 
actúa directamente en secuencias repetitivas. Este mecanismo se conoce como 
Anclaje de Hebra Simple (SSA), este ocurre cuando ninguno de los dos extremos de la 
hebra DSB invade la secuencia homóloga. En este caso, continúa la resección de los 
extremos 5’, exponiendo extremos 3’ más largos,  si este proceso expone secuencias 
complementarias en las dos hebras, puede ocurrir el anillamiento. Posteriormente, se 
remueven las secuencias solapadas y la ligación completa el proceso de reparación. 
En humanos SSA inducido por DSB se ha observado entre secuencias Alu idénticas 
que se encuentran separadas por pocas pares de bases (57). 
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2.4.2.1.2. Recombinación Homóloga No Alélica 
 
El genoma humano presenta un gran número de secuencias con alto número de 
copias, así como, los elementos transponibles, entre ellos los elementos Alu, 
elementos repetitivos intercalados largos (LINEs). Aproximadamente el 5% del 
genoma humano comprende repeticiones de bajo número de copias (LCRs) también 
conocidas como duplicaciones segmentales, las cuales son bloques de DNA que 
comparten más del 90% de identidad entre secuencias en una extensión de 1Kb (61). 
 
2.4.1.2.1. Desordenes genómicos a partir de NAHR 
 
La alta identidad entre largos tramos de DNA hace a los LCRs susceptibles de 
presentar eventos de NAHR en línea germinal, lo que podría conducir a deleciones, 
duplicaciones, inversiones o formación de cromosomas isodicéntricos. Las 
alteraciones estructurales que alteran el número de copias constitutivo de genes 
sensibles a dosis, altera genes o genera quimeras en una condición que 
colectivamente se han denominado desordenes genómicos (61). 
  
En un estudio reciente se identificaron 1054 puntos de ruptura en el genoma de 17 
individuos sanos de diferentes orígenes geográficos, indicando que NAHR causa el 
22,5% de inserciones y deleciones, así como 69,1% de las inversiones identificadas 
(60).  
 
Adicionalmente, se ha observado que algunas de las variaciones estructurales que 
segregan como polimorfismos en la población normal predisponen a nuevos cambios 
estructurales como deleciones y duplicaciones asociadas a enfermedad. Por ejemplo, 
la heterocigocidad para una inversión polimórfica de aproximadamente 970 Kb del 
locus MAPT (MIM # 157140) hacia el cromosoma 17q21,3 predispone a eventos que 
subyacen el Síndrome de microdeleción 17q21.31 (MIM # 610443. La explicación más 
probable para este fenómeno es que la heterocigosis de la inversión perturbe el 
apareamiento de los cromosomas homólogos durante la meiosis lo cual promovería 
NAHR intercromosomal entre repeticiones de bajo número de copias (LCRs), 
conduciendo a la generación microdeleción (50). NAHR media eventos que tiene lugar 
en línea germinal, que son desconocidos y que muestran un rango de fenotipos que 
van desde retardo mental hasta desordenes sanguíneos o infertilidad masculina (61). 
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Por otro lado, la CNVs en humanos ocurre de forma hereditaria, sin embargo, esta 
variación también se puede alcanzar de novo en un rango significativo, tanto en 
células germinales como somáticas. En un estudio en cuatro puntos calientes de 
CNVs mediado por NAHR, se encontró una frecuencia de cambio en el número de 
copias entre 10-6 y 5 x 10-5 por gameto, en células espermáticas (57).  
 
Un estudio usando métodos similares para analizar células espermáticas y sanguíneas 
en individuos con deleciones mediadas por NAHR en el locus de alfa – globina reporto 
una frecuencia superior a 10-6 en células sanguíneas y superior a 10-5  en células 
espermáticas. Resultados similares se obtuvieron para duplicaciones del locus alfa- 
globina. En otro estudio en el que se analizaron tres inversiones cromosomales 
especificas mediadas por NAHR entre LCRs invertidas, en sangre se encontró un 
rango de frecuencia entre 10-4 a 10-1. Por otro lado, se ha demostrado que los recién 
nacidos portan menos productos de NAHR que los individuos más viejos, sugiriendo 
que los cambios estructurales en células somáticas se acumulan a lo largo de la vida 
(57). 
 
Los datos acerca de la ocurrencia de desordenes genómicos esporádicos en el locus 
de la distrofina mostraron una notable diferencia en la frecuencia entre duplicaciones y 
deleciones, siendo dos veces más común la presencia de deleciones que de 
duplicaciones en células espermáticas, mientras en individuos sanos las duplicaciones 
y las deleciones son aproximadamente igual de comunes. Esto sugiere que es menor 
la selección contra las duplicaciones comparado con las deleciones, ya que las células 
espermáticas no están sujetas a presión selectiva durante el desarrollo (57). 
 
El estudio de los desordenes genómicos ha dejado al descubierto varios paralelos 
entre recombinación homóloga y NAHR, sugiriendo que poseen mecanismos 
comunes, sin embargo por inferencia los eventos de NAHR ocurren durante la profase 
de la primera división meiótica. Algunos aspectos importantes de este paralelo son los 
siguientes: en primer lugar, en algunos rearreglos causados por NAHR se han 
encontrado puntos calientes de recombinación constituidos por grupos de puntos de 
ruptura de 1-2 Kb, los cuales se asemejan a los puntos calientes de recombinación 
homóloga. En segundo lugar, los puntos calientes de entrecruzamientos identificados 
entre algunas secuencias de LCRs coinciden entre algunas entidades bien 
caracterizadas como en la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth  tipo 1 (CMT1A) y 
Neuropatía hereditaria con parálisis por presión (HNPP) por la presencia de rearreglos 
complejos del genoma, así mismo, estos puntos calientes parecen coincidir para 
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ambos recombinación alélica y no alélica. En tercer lugar, se ha establecido a partir de 
diversos estudios que los eventos de NAHR han sido detectados principalmente en 
células que están bajo división meiótica, lo que es consistente con la hipótesis que la 
recombinación alélica y no alélica comparten mecanismos en común (figura No. 4) 
(61).  
 
En cuarto lugar, para muchos desordenes en los cuales el evento causal es NAHR es 
igualmente probable para línea materna o paterna y por último, los análisis 
estadísticos de la divergencia entre los LCRs blanco en CMT1A y HNPP han dejado 
como evidencia que las secuencias repetitivas han sido homogenizadas por 
conversión génica (61). Tomando la evidencia antes expuesta, se podría sugerir que 
los eventos de NAHR patológicos en humanos son iniciados durante la meiosis por el 
mismo tipo de SPO-11 dependiente de DSBs que inicia la recombinación alélica 
normal, aunque es posible que al menos algunos eventos de NAHR ocurran 
mitóticamente durante la división celular en línea germinal, sin embargo, son 
necesarios estudios experimentales en ratones Spo11 -/- Knockout, viables que puedan 
confirmar estas hipótesis.   
 
Figura No.4 Esta figura fue tomada de Sasaki M, Lange J, Keeney S. Nat Rev Mol Cell Biol. 2010 
Mar;11(3):182-95. En esta figura se pueden apreciar los entrecruzamientos de recombinación entre 
secuencias de DNA repetitivas hacia ubicaciones nos alélicas, lo que podría generar eventos de 
duplicación, deleción, inversión o cromosoma isodicentrico. En la figura se representa seis resultados 
cromosomales de recombinación homóloga no alélica  entre repeticiones localizadas en el mismo 
cromosoma, se muestran dos orientaciones relacionadas con los elementos repetitivos presentes 
(directas o indirectas) para cada uno de los tres tipos de interacciones (entre homólogos, entre cromatides 
hermanas o en la misma cromatide). Los cromosomas homólogos son mostrados en azul y rojo, las 
cromatides hermanas se muestran en el mismo color, Las repeticiones de bajo número de copias (LCRs) 
se muestran como flechas blancas y negras.  
34 
 
 
  2.5. Mutaciones en el FVIII de la Coagulación 
El papel causal de mutaciones en el gen del FVIII, como factor de riesgo para el 
desarrollo de inhibidores en pacientes con hemofilia ha sido ampliamente investigado,  
encontrando un alto riesgo asociado con mutaciones predictoras del genotipo de alelo 
nulo (correspondiente a grandes deleciones, inversiones y mutaciones sin sentido) 
aunque, según estudios recientes, este genotipo también puede incluir mutaciones en 
sitios de corte y empalme, que causan una deficiencia completa en la transcripción de 
gen del FVIII (40).  
 
Se ha descrito un amplío espectro de mutaciones responsables del fenotipo de 
hemofilia A severa. Los más comunes son las inversiones que involucran las 
secuencias en los intrones 1 y 22 y secuencias altamente homólogas externas del gen 
del FVIII (17). 
  
El intrón 1 y el intrón 22 se destacan por la frecuencia con la que ocurren inversiones 
patológicas en ellos, las cuales son causadas por recombinación homóloga con 
regiones externas al gen del FVIII. La inversión del intrón 1 resulta mediante 
recombinación homóloga como ya se mencionó, entre la secuencia del intrón 1 
denominada (int1h1) que muestra alta homología (divergen solo en un nucleótido) con 
una región extragénica de aproximadamente 900 pb, localizada ~140 kb del extremo 5’ 
del gen del FVIII y en dirección opuesta a (int1h1) (17). La recombinación homóloga 
intracromosomal o intracromatide de estas dos regiones causa una inversión que 
desplaza el exón 1 del gen del FVIII hacia ~140 kb del telómero. Esta mutación causa 
1 al 4% de todos los casos de hemofilia A severa (4).  
 
En el intrón 22 se encuentra la secuencia int22h1, la cual incluye el gen FVIIIA, el 
mecanismo mediante el cual se genera la inversión, es la recombinación homóloga 
intracromosomal entre la copia de 9.5kb int22h1 y una de las dos copias, denominadas  
int22h2 y int22h3, ubicadas hacia la región telomérica aproximadamente 400 kb del 
extremo 5’ del gen del FVIII. Entre las tres secuencias se ha demostrado una 
homología del 99.9% (4). La inversión produce una disrupción del gen del FVIII lo que 
conlleva al fenotipo de la hemofilia A severa.  El número de copias extragénicas vistas 
parece ser variable en la población en general (26). 
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 Esta inversión puede ser de cualquiera de los dos tipos: tipo 1 distal o tipo 2 proximal 
a las copias de int22h1. Esta mutación es responsable de aproximadamente el 45% de 
los casos de hemofilia A severa (17). Dicho evento tiene lugar en la línea germinal 
masculina, la cual muestra un rango mutacional 10 veces más alto con respecto a la 
femenina. En la meiosis la recombinación se inhibe por apareamiento entre homólogos 
del cromosoma X (4). El complejo de inversión, deleción y rearreglo del DNA asociado 
con el int22h ha sido reportado en casos aislados (17).  
 
El defecto genético es comúnmente originado a partir de la recombinación del 
cromosoma X durante la espermatogénesis, debido a la formación de un bucle 
estabilizado por repeticiones de tipo Alu y LINE (27); con respecto a esto, a la fecha 
han sido identificadas más de 49 regiones relacionadas con secuencias Alu en el gen 
del FVIII (4). Mühle y colaboradores, demostraron que la inestabilidad cromosomal en 
Xq28 asociadas con las regiones homólogas del intrón 22 puede no solo involucrar 
deleciones, sino además, inserciones adicionales. Diferentes reportes acerca de 
patrones inusuales en diagnósticos realizados mediante técnicas de Southern blot o 
Long Distal PCR, han llevado a suponer que un sin número de pacientes podrían 
portar ambos tipos de mutaciones, una inversión y una deleción en el gen del FVIII (un 
tipo raro de inversión) (27). 
 
Un factor que influye en la predominancia de mutaciones en línea germinal masculina 
es el gran número de replicaciones involucrada. La línea germinal masculina es 
sometida a 30 divisiones mitóticas para la pubertad y se produce esperma a partir de 
seis divisiones más. En un hombre de 25 años el número de divisiones de la célula 
germinal necesarias en la producción de esperma es cercano a las 265. En un hombre 
de 50 años se estiman alrededor de 840 divisiones. Por el contrario, en la mujer para 
obtener un cigoto maduro el numero de divisiones celulares es cercano a 24 (28).  
 
2.5.1. Mutaciones puntuales,  grandes y pequeños rearreglos genómicos 
asociados a cuadros complejos en hemofilia 
 
Se han reportado pérdidas de secuencias a partir de un solo exón hasta del gen entero 
(17). Según las cifras de la base de datos Hemophilia A Mutation, Search, Test and 
Resource Site (HAMSTeRS), actualmente se han reportado más de 1300 mutaciones 
puntuales y más de 120 deleciones de más de 50 pb que causan hemofilia A, estas 
deleciones grandes ocurren en el 2 a 5% de los pacientes con fenotipo severo (17), se 
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han asociado más del 90% de los casos de fenotipo severo a mutaciones puntuales y 
grandes deleciones, así como la tercera parte de estos se han asociado al desarrollo 
de anticuerpos neutralizantes contra el FVIII exógeno (4). 
 
Muchas de estas deleciones involucran varias kilobases, sin embargo, el punto exacto 
de corte ha sido caracterizado solo en pocos casos. Se han reportado mutaciones 
espontáneas en línea germinal que conducen a hemofilia A en su mayor parte 
asociadas a dinucleótidos CpG (17). Una alta frecuencia de mutaciones puntuales sin 
sentido (nonsense), de cambio de sentido (missense) y en los sitios de corte y 
empalme, se han asociado con el fenotipo severo de la enfermedad (17). 
 
La mutación puntual más frecuente se origina en el codón 2150 en el exón 23, en 
donde ocurre un cambio de arginina a histidina. Deleciones e inserciones cortas son 
causadas probablemente por errores al resbalarse la DNA polimerasa (slippage), 
durante la replicación del DNA (4). El análisis de mutaciones en pacientes con 
diagnóstico de hemofilia A, rutinariamente se realiza a partir de células sanguíneas 
aisladas, como linfocitos y monocitos, sin embargo, esta aproximación generalmente 
no detecta alteraciones en el corte y empalme durante el procesamiento del RNAm 
(splicing) (4). 
 
Como ya se ha presentado los mecanismos subyacentes a la generación de grandes 
rearreglos cromosomales como son NAHR, así como aquellos asociados a rearreglos 
complejos del genoma como BIR y FoSTes generados por micro homologías, 
generalmente están mediados por secuencias altamente repetitivas que muestran alta 
homología, lo que genera en la mayoría de los casos apareamientos desiguales o 
aberrantes. Las secuencias principalmente asociadas a esto son las secuencias de la 
familia Alu, seguidas de las secuencias L1. Con el fin de abordar la importancia de 
estas secuencias en el genoma es necesario mencionar  que aproximadamente el 
45% del genoma humano deriva de elementos transponibles, entre estos se 
encuentran transposones de DNA, retrotransposones de repeticiones terminales largas 
(LTRs) y retrotransposones no LTR (63, 65).  
 
 La mayoría de los elementos móviles anotados en el genoma humano son 
remanentes de eventos de retrotransposición antigua los cuales en su mayoría no 
presentan la capacidad de retroposición activa, sin embargo, una proporción de estos 
se encuentran activos y contribuyen a la variación entre individuos en las poblaciones 
humanas. Estos elementos activos pertenecen casi exclusivamente a las familias Alu, 
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L1 y SVA. La familia Alu es el elemento móvil más común en el genoma de primates 
con más de 1.1 millones de copias en Homo sapiens (64).  
 
La longitud de las secuencias de los elementos Alu son de aproximadamente 300 pb y 
se encuentran clasificados en un grupo de subfamilias las cuales cuentan con 
diferentes propiedades de retrotransposición y se identifican de acuerdo a la alteración 
en la secuencia que presente. Varias subfamilias Alu se encuentran actualmente 
activas y son responsables de la mayoría de las inserciones de elementos móviles en 
el genoma en Homo sapiens. El genoma humano refiere alrededor de 140000 
elementos AluY anotados, de estos elementos los miembros de la subfamilia Ya5 y 
Yb8, cuentan con la mayoría de las inserciones causantes de enfermedad en humanos 
(63), a estos le siguen las inserciones por LINE 1 (L1), como la siguiente familia más 
prevalente con 500.000 elementos anotados. La longitud total de una secuencia L1 es 
de aproximadamente 6Kb y se ha encontrado que la mayoría de los elementos activos 
L1 pertenecen a la subfamilia de linaje humano L1HS con un poco más de 1500 
elementos anotados (64).  
 
Una tercera familia de elementos móviles son los retrotransposones SVA, los cuales 
son un híbrido resultante de la combinación de elementos SINE, VNTR y secuencias 
Alu, estos elementos alcanzan a tener una longitud de varias Kbs, con más de 3600 
elementos SVA anotados en el genoma humano de referencia (64). 
 
Además de las inserciones por parte de elementos móviles en el genoma que pueden 
conducir al desarrollo de fenotipos de enfermedad, estas secuencias también pueden 
tener efectos en la expresión génica, por ejemplo, elementos Alu en regiones UTR’s 3’ 
de algunos RNAs celulares pueden conducir a una edición de RNA que puede resultar 
de adenosina a inosina y una retención del RNAm editado resultante. Adicionalmente, 
los elementos Alu pueden ser incorporados en unidades de transcriptos ya existentes 
lo que conduce a la generación de un fenómeno conocido como exonización, el cual 
podría contribuir al aumento de la diversificación del transcriptoma, finalmente, las 
colas que poly A que flanquean las secuencias Alu pueden servir como fuente de 
secuencias microsatélite en el DNA humano (63).  
 
A partir de diferentes aproximaciones se ha estimado que los elementos Alu son las 
secuencias móviles más activas en el genoma humano con un rango de nuevas 
inserciones de 1 por 20 nacidos vivos, seguido por inserciones L1 con un estimado 
entre 1 por 20 y 1 por 200 nacidos vivos, dependiendo del método de análisis usado, 
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por último las inserciones de elementos SVA cuentan como las menos frecuentes con 
un rango de retrotransposición aproximado de 1 por 900 nacimientos (63).  
 
La abundancia de retrotransposiciones Alu y L1 en el genoma humano proporciona un 
substrato potencial para eventos de recombinación post integración lo que puede 
conducir a enfermedad y variación estructural del genoma, un ejemplo de esto son los 
eventos de  NAHR  mediados por secuencias Alu y L1 como causa de diferentes 
patologías entre las que se encuentran Hipercolesterolemia familiar, Síndrome de 
Alport y Síndrome de Ellis - van Creveld. Se ha estimado que en aproximadamente 65 
enfermedades es preponderante el papel de los eventos de retrotransposición 
mediados por secuencias L1 (63).    
 
En 1988, un análisis de 240 hombres no relacionados con diagnóstico de hemofilia A, 
demostraron que diferentes inserciones mutagénicas independientes de elementos L1 
en el exón 14 del gen del FVIII eran responsables del desarrollo de la enfermedad en 
dos individuos (63). Por otra parte, Andrikovic en el 2003 estudió una serie de casos 
que presentaban la inversión del intrón 22 con un patrón diferente según análisis 
realizados mediante metodologías de Souther Blot sugiriendo que el intrón 22 del FVIII 
representa un punto caliente para rearreglos genómicos largos, mediado por 
mecanismo como NAHR, siendo eventos característicos de la región distal del 
cromosoma X, que involucran inversiones, duplicaciones y deleciones (26).  
 
Un condición importantemente asociada al desarrollo de estos patrones aberrantes de 
mutación es la presencia de anticuerpos inhibitorios, según datos reportados por 
Mühle y colaboradores (27), aproximadamente el 41% de los pacientes con 
diagnóstico de hemofilia A que presentan grandes deleciones del gen del FVIII 
desarrolla inhibidores y solo el 21% de los pacientes con inversión recurrente del intrón 
22 desarrollan anticuerpos inhibidores. En el año 2007 este autor propone un 
mecanismo de recombinación multi - pasos necesarios, como un proceso 
desencadenante de  rearreglos complejos en el FVIII, incluyendo algunos relacionados 
con la inversión del intrón 22 (27). 
 
 En este artículo el autor describe el caso de un paciente quien es el segundo hijo de 
una pareja caucásica, sin antecedentes familiares de desordenes de la coagulación, 
diagnosticado a la edad de tres meses después de una vacunación intramuscular. Los 
análisis de actividad del factor muestran una actividad del FVIII < 1%, con VWF:Ag de 
90% y VWF:RCo de 56% sin cambio anormales en el análisis multimérico. El paciente 
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es tratado con FVIII recombinante y desarrolla inhibidores entre los primeros 40 días 
post exposición. Dos intentos de ITI (Inducción a la Tolerancia Inmune) bajo diferentes 
regímenes y productos recombinantes de factor fallaron. Los niveles de inhibidores 
subieron hasta alcanzar 2000UB/mL, antes del tercer intento terapéutico, esta vez con 
inmunosupresión. Finalmente, los niveles de anticuerpos bajan hasta <2UB/mL. Un 
estudio posterior en los miembros de la familia demostró que la hermana presentaba 
una actividad del FVIII disminuida hasta el 10%, siendo diagnosticada como potadora, 
mientras los niveles de actividad para la madre resultaron normales (27).  
 
A partir del análisis molecular mediante técnicas de PCR-LD, análisis de haplotipo y 
estudio de paternidad, se encontró, que el paciente, la madre y la hermana heredaron 
el defecto en el gen del FVIII a partir de la abuela materna quien seria portadora de 
una inversión no patogénica, como prerrequisito para la inversión del intrón 22 que 
estaría asociada a la región int22h-2. Posteriormente, mediante aproximaciones 
bioinformáticas, se demuestra la presencia de elementos repetitivos AluSx entre otros 
elementos repetitivos, así como secuencias L1, sugiriendo la formación de una 
estructura de asa. Siendo la inserción de estos elementos un factor determinante en el 
desenlace de estos eventos.  
 
La secuencia de eventos propuesto para este caso es el siguiente: primero, tendría 
lugar la inserción de elementos repetitivos con alta homología flaqueando las copias 
extragénicas int22h2 e int22h3, lo que facilitaría la recombinación homóloga 
intragénica, generando el primer evento, una inversión no patogénica, resultando en la 
localización distal de la región int22h2 y la región int22h1 en orientación opuesta. 
Segundo, a partir de esto se daría lugar a la generación y estabilización de la 
estructura de loop por elementos repetitivos invertidos (Alu y L1), permitiendo la 
plantilla o templete para la inserción de un fragmento génico externo como puede ser 
del gen MPP1 en este caso particular en el intrón 15. Tercero, este cuadro complejo 
viene seguido de recombinaciones patogénicas subsecuentes. Cuarto, se daría lugar a 
la deleción de exones del gen del FVIII posiblemente extendiéndose hacia el extremo 
3’ del brazo palindrómico de 40Kb en dirección al telómero, estos últimos pasos es 
posible que sucedan simultáneamente, además se asume que este cuadro de 
mutación compleja tendría lugar en una generación durante la espermatogénesis (27) 
(figura No.5). 
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Figura No.5 Esta imagen fue tomada de Mühle C, Zenker M, Chuzhanova N, Schneider H. Hum 
Mutat. 2007 Oct;28(10):1045. En la figura los valores indican en tamaño de las regiones en kb, las letras 
P, Q, A, A2, A3 y B muestra los sitios de unión usados para la LD-PCR para la detección de la inversión 
relacionada con int22h. Las cajas negras representan los exones 1-22 y 23-26 del FVIII, las cajas grises 
indican las regiones que flanquean las copias extragénicas int22h2 e int22h3 que facilita la recombinación 
homóloga intergénica que da por resultado el primer evento. Los triángulos representan las secuencias 
Alu y L1 y su orientación. El proceso continua con la formación y estabilización del loop mediado por 
elementos de tipo Alu y L1, lo que permite la inserción de un fragmento externo al FVIII en este caso en el 
intrón 15, siendo este el segundo paso. El tercer paso lo constituye la recurrente recombinación entre las 
regiones int22h1 e int22h2 y el cuarto paso presumiblemente estaría compuesto por las deleción de 
exones del FVIII, contribuyendo a la complejidad del patrón resultante. 
 
Recientemente Zimmermann y colaboradores (66), reportaron en una cohorte de 2500 
pacientes con diagnóstico de hemofilia A, una prevalencia de entre 0,6 - 0,7% de 
grandes duplicaciones, con un rango de detección de 96-97% usando la metodología 
de Amplificación dependiente de la Ligación de Múltiples Sondas (MLPA). Además, en 
este estudio los autores demuestran mediante el uso de herramientas bioinformáticas, 
el importante papel que desempeñan elementos Alu, SINES y LINES, en la generación 
de grandes duplicaciones en el gen del FVIII, también se demostró que los grandes 
intrones de este gen son ricos en secuencias SINESs y LINEs, por ejemplo, en el 
intrón 25 se detectaron 11 copias de secuencias repetitivas Alu, además presenta 8 
LINEs las cuales cubren cerca del 50% del total de la secuencia de este intrón (66). 
 
 Así mismo, en este estudio se detectaron en algunas duplicaciones pequeñas zonas 
de microhomología; con respecto a esto se han propuesto varios mecanismos 
dependientes de eventos de reparación del DNA que pueden considerarse para 
explicar la unión de fragmentos en ausencia de una homología significativa, entre los 
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mecanismos involucrados se encuentra la Unión de extremos no Homólogos (NHEJ) y 
la Unión Mediada por Microhomología (MMEJ), los cuales son mecanismos de 
reparación que no requieren homología en el primer caso y en el segundo, solo 
microhomologías en caso de rupturas de doble hebra. Recientemente se ha descrito 
un mecanismo denominado Replicación Inducida por Ruptura Mediada por 
MIcrohomología (MMBIR), el cual se basa en el mecanismo de Replicación Inducida 
por Ruptura (BIR), en la reparación de doble hebra (66). 
 
Adicionalmente, las conformaciones de DNA no B, se han asociado con rearreglos 
genómicos y enfermedad humana como un factor predisponente a la ruptura del DNA. 
Estudios hacia los puntos de ruptura del gen del FVIII han mostrado un número 
importante de repeticiones directas que podrían potencialmente conducir a la 
formación de estructuras de horquilla, así como algunas repeticiones invertidas y otras 
en espejo podrían ocasionar la formación de estructuras cruciformes o triplex 
respectivamente (66). 
 
 2.5.2. Mutaciones no detectadas  
 
El estudio de mutaciones involucradas en el desarrollo de la Hemofilia A, una vez se 
han analizado inversiones, todos los exones, uniones entre intrón y exón y finalmente, 
la región promotora, en una proporción de 2 al 7%, no arroja resultados (17). Sin 
embargo, es importante anotar que a partir del advenimiento de las nuevas 
metodologías de secuencia masiva y el descenso en los costo de la secuenciación 
cada vez es menor el porcentaje de mutaciones sin detectar, de hecho en un estudio 
reciente el porcentaje de mutaciones sin detectar fue cercano al 0,3% en una 
población de 2500 pacientes (66). 
 
2.6.  Estudio de Portadoras 
 
Antes de abordar el ítem correspondiente al diagnóstico de portadoras, es importante 
precisar las características del patrón de herencia ligada al cromosoma X. Hacia 1935, 
1947 y 1948 Haldane reportó su observación acerca la detección de madres 
portadoras de casos de hemofilia B. De esta manera se sugirió que diferentes 
mutaciones recesivas sobre el cromosoma X tendrían consecuencias inmediatas 
dependiendo del sexo del padre y de los descendientes (48).  
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Cuando estas ocurren en línea germinal paterna, conduce a que los padres transmitan 
su único cromosoma X a sus hijas, generando  mutaciones ligadas al cromosoma X 
que existirán en estado heterocigoto en la primera mujer de la generación de 
descendientes, sin expresión del fenotipo mutante. Por otro lado, las madres 
transmiten un cromosoma X hacia ambos hijos e hijas, con igual probabilidad. Cuando 
una nueva mutación recesiva tiene lugar en la línea germinal materna, la primera 
generación de hijos hemicigotos resultará afectada (48). 
 
Aproximadamente el 10% de las portadoras de Hemofilia A, presentan actividad del 
FVIII por debajo del 35%, independiente de la severidad de los afectados en la  familia. 
La actividad del FVIII de la coagulación es poco fiable en la detección de portadoras 
de Hemofilia A, además, la actividad del FVIII se incrementa en el plasma durante el 
embarazo, uso de anticonceptivos orales, ejercicio aeróbico e inflamación crónica. Por 
el contrario, la actividad del FVIII disminuye cerca del 25% en individuos del grupo 
sanguíneo O, en comparación con individuos de los otros grupos (11). 
 
Se ha demostrado que algunas condiciones de mosaicismo podrían afectar el fenotipo 
de la hemofilia. Se ha descrito que las variaciones en el patrón de inactivación del 
cromosoma X incluyen mosaicismo cromosomal por aneuploidía y por 
seudomosaicismo. Las células pueden ser mosaicos en lo correspondiente a 
mutaciones nuevas. Los patrones de mosaicismo dependen del estado de 
embriogenésis o formación de la célula germinal en la cual fue adquirida la mutación 
(28). 
 
El Síndrome de Turner cariotipo XO puede ser asociado a hemofilia en mujeres si es 
escogido el cromosoma que posee la mutación que causaría la enfermedad. La 
situación puede ser confusa cuando el Síndrome de Turner es mosaico, XX/XO (28). 
  
La distinción entre la inactivación del cromosoma X no aleatorio y el mosaicismo 
XX/XO generalmente no es fácil. Debido a que las células blancas usadas para el 
diagnóstico por cariotipo pueden ser XX. Por lo tanto, el cariotipo en diferentes tejidos 
puede ser necesario para descubrir el mosaicismo cromosomal (28). Se ha postulado 
que la supervivencia de embriones con expresión completa del síndrome puede 
depender de la existencia de pequeños clones de células con un cariotipo normal. Sin 
embargo también se ha planteado, que pequeños clones de células aneuploides 
pueden existir en una persona aparentemente normal. Mientras clones XO de células 
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aneuploides permanezcan contribuirán a la expresión de bajos niveles de factores de 
la coagulación en algunas portadoras (28). 
 
Una quimera es producida por la fusión de dos cigotos distintos, como es el caso de 
los gemelos fraternos (28). Una quimera madura tiene algunas células con 
cromosomas de uno de los hermanos y otras células con cromosomas del otro 
hermano. Estos casos han sido descubiertos en la investigación de genitales 
ambiguos donde se posible encontrar líneas células XX y otras XY. También se han 
detectado quimeras del mismo sexo. El diagnóstico de portadoras puede ser confuso 
en el caso de una mujer quimera formada a partir de dos cigotos, un portador y otro 
que no lo sea. Un caso extremo seria que las células blancas tomadas para los 
análisis de rutina en el laboratorio provinieran del cigoto no portador, mientras algunas 
células o todo el tejido ovárico provengan del cigoto portador o presentar mosaicismo 
en las células blancas (28). En este último caso si las células blancas son mosaico 
debido a que han sido formadas a partir de dos cigotos diferentes (portador y no 
portador), entonces la madre podría ser portadora y por lo tanto las hermanas tendrían 
riesgo de serlo (28).  
 
Las células de una mujer normal son mosaicos funcionalmente para la predominancia 
de uno u otro cromosoma X.  La selección del cromosoma X que permanecerá activo 
ocurre cuando existen pocas células en el embrión temprano. Cada uno de los 
cromosomas  X que se encuentran en el cigoto hembra proviene de un padre 
diferente, cada uno de estos fue inactivado durante la ontogenia de la célula germinal, 
pero para el momento en el cual se encuentran en el cigoto, ambos son reactivados. 
Hacia el periodo de blastocisto tardío o gastrulación temprana, un evento que sucede 
en las células somáticas del feto consiguiendo es la inactivación de uno de los dos 
cromosomas, sin prestar atención al origen parental de dicho cromosoma, como 
resultado de este suceso el cromosoma X de la madre es inactivo en algunas células, 
mientras el cromosoma X del padre es inactivo en otras (49).  
 
Dada la metilación del DNA que tiene lugar en estos cromosomas, el patrón de 
actividad o inactividad es fielmente transmitido, la actividad diferencial es establemente 
mantenida a través de la mitosis, de esta manera todos los descendientes de una 
célula tendrán la actividad o inactividad del cromosoma X. Este proceso aleatorio de 
inactivación del X conduce a mosaicismo celular en mujeres (49).  
 
44 
 
Sin embargo, aportes recientes han demostrado que los genes expresados en uno u 
otro cromosoma no se distribuyen equitativamente, en su lugar, se encuentran en 
clones. La naturaleza clonal de la inactivación del cromosoma X es evidente en los 
parches en el pelaje del gato cálico, en el cual el color piel es trasmitido por genes del 
cromosoma X, en el parche de la retina de portadoras de albinismo ocular ligado a X  y 
en el parche de piel en mujeres heterocigotas para desordenes de la piel ligados a X 
(28). 
 
La inactivación del cromosoma X como un evento al azar, es propuesto para explicar 
los niveles de FVIII en plasma de portadoras. Sin embargo, el número de portadoras 
que tienen niveles excepcionalmente bajos del factor, excede lo que se espera de un 
evento al azar estadísticamente. Por lo tanto se ha sugerido que este proceso podría 
seguir un patrón de inactivación no al azar (28, 29). Una portadora que presente 
inactivación no aleatoria del cromosoma X en el cual posea una mutación en el gen del 
FVIII en la mayoría o en todas sus células, presentará el fenotipo de la hemofilia. La 
inactivación no aleatoria del cromosoma X puede ser hereditaria causada por ejemplo 
por mutación heredada en el gen XIST o genes relacionados que puedan contribuir a 
susceptibilidad a la inactivación (28).  
 
Siendo el gen Transcripto X Inactivo Especifico (XIST) fundamental para la 
inactivación del cromosoma X, el cual se ha observado alrededor del cromosoma X 
inactivo durante la interfase, así como estrechamente relacionado a los cuerpos de 
Barr. Por esta razón se ha establecido el gen XIST como responsable de la 
inactivación del cromosoma a partir del cual ha sido transcrito. En ausencia de XIST el 
cromosoma X no puede ser inactivado. Esta inactivación al parecer se da por 
modificación de la cromatina como respuesta al transcrito del gen (49).  
 
La combinación de posibles mutaciones de novo con inactivación no al azar del 
cromosoma X, podrían generar mujeres que expresen el fenotipo de la hemofilia  sin 
una historia familiar que pueda explicar su procedencia, como ya ha sido reportado 
(28,29, 30). 
 
2.7.  El desarrollo de Inhibidores 
 
El pilar de tratamiento de la hemofilia es la terapia de reemplazo del FVIII. La 
disponibilidad de derivados del plasma purificados y productos recombinantes 
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humanos de FVIII, han conducido a una mejora en la calidad de vida de los pacientes 
que padecen esta enfermedad. Sin embargo, el desarrollo de anticuerpos inhibitorios, 
policlonales de tipo IgG contra el FVIII exógeno, es el problema más serio en el 
tratamiento moderno de la hemofilia A. Los inhibidores del  FVIII se presentan en cerca 
del 30% de los pacientes con fenotipo severo de la enfermedad, generalmente entre 
los primeros 10 a 20 días (3,4) de exposición como resultado de un proceso complejo 
que involucra diferentes factores genéticos y ambientales (5, 8). 
 
Los anticuerpos dirigidos contra FVIII exógeno reaccionan con sitios activos de la 
molécula, principalmente con los epitopes de los dominios A2, A3, C1 y C2, su 
identificación fue determinante en el diseño de moléculas menos antigénicas. Es poco 
probable que los anticuerpos anti- FVIII se fijen completamente o precipiten. La unión 
del FVIII con su inhibidor no está asociada con reacciones alérgicas (31). 
 
La respuesta inmune a la exposición de FVIII exógeno puede ser fuerte o débil. En 
hemofilia A, la mayoría de los inhibidores son de alta respuesta, lo que quiere decir 
que el titulo de inhibidor se eleva rápidamente pocos días después de la exposición, 
llegando a su pico durante el primer mes. Si no hay una nueva exposición, los títulos 
disminuyen gradualmente en la mayoría de los pacientes y después de un tiempo 
pueden llegar a ser indetectable. Unos pocos inhibidores en hemofilia son 
considerados de baja respuesta, lo que indica, que los títulos no se elevan 
sustancialmente después de la exposición al factor exógeno (31). 
 
Por estas razones se ha visto la necesidad de profundizar en el estudio de la etiología 
en el desarrollo de estos aloanticuerpos neutralizantes. Se han publicado 
recientemente diferentes estudios que buscan determinar si la naturaleza del 
desarrollo de inhibidores sigue un patrón genético o multifactorial, hasta el momento y 
según estudios multicéntricos como el realizado por The European Haemophilia 
Treatment Standardisation Board (EHTSB) (32), no se cuenta con evidencia suficiente 
que soporte la noción de la naturaleza multifactorial en el desarrollo de inhibidores, 
pues los únicos factores que se han visto que ejercen influencia directa a este 
respecto son los relacionados con la exposición constante a antígenos del paciente, 
facilitado en procesos inflamatorios crónicos, así como la administración del factor VIII, 
concomitantemente o durante procesos infecciosos, por otro lado, la edad de inicio del 
tratamiento se encuentra actualmente en debate, pues según este consenso del panel 
de expertos Europeos, no hay suficiente evidencia que soporte este factor como 
desencadenante o de riesgo, sin embargo, se ha determinado que en algunos 
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pacientes entre más temprana sea la exposición a FVIII, más rápido se 
desencadenará el desarrollo de estos (32).  
 
Con respecto al origen étnico se ha determinado que juega un papel importante en el 
desarrollo de inhibidores contra el FVIII. Se ha reportado una incidencia de inhibidores 
en pacientes con hemofilia A severa de origen africano de dos veces la encontrada en 
pacientes de raza blanca (51.9% vs 25.8% respectivamente), esta conclusión fue 
confirmada por el estudio MIBS (The Malmö International Brother Study). Se cree que 
esto se debe principalmente a variaciones genéticas en factores determinantes de la 
respuesta inmune, debido a que el espectro de mutaciones del FVIII de la coagulación 
no tiene variaciones entre razas (5).  
 
Sin embargo, Viel K.R. y colaboradores, en un estudio reciente, demostró que ésta 
influencia conocida hacia el desarrollo de anticuerpos contra el FVIII exógeno en 
pacientes de raza negra, estaba determinada principalmente, por el haplotipo presente 
en los productos recombinantes usados como medio terapéutico, ya que se han 
generado a partir de líneas celulares y productos de plasma provenientes de  
pacientes de raza blanca principalmente (33). El procesamiento de estos productos 
desencadenaría en una serie de eventos encaminados a la generación de anticuerpos 
específicos contra el FVIII exógeno. 
 
Estos aloanticuerpos inhibitorios interfieren con interacciones que garantizan su 
funcionalidad en la generación del complejo Tenasa, durante la coagulación. De esta 
manera los epitopes de los anticuerpos  anti – C2 van dirigidos a residuos de los sitios 
de unión a los fosfolípidos de la membrana, sugiriendo que esta clase de inhibidores 
interfieren en la unión de FVIII con estos y previene el ensamblaje del complejo 
tenasa. Se ha confirmado que los anticuerpos inhibitorios del dominio C2 humano 
frecuentemente tienen como blanco residuos hidrófobos que actúan como dos “pies”, 
compuestos por metionina 2199 / fenilalanina 2200 y leucina 2251/leucina 2252, 
involucrados en la unión a los fosfolípidos de la membrana (35). Estos residuos 
hidrófobos (pies) que interactúan con los fosfolípidos de membrana también son 
críticos en la unión al FVW (en circulación). Esta superposición o sobrelapamiento 
explica por qué los anticuerpos anti FVIII, que tienen especificidad por el 
inmunodominio C2 posee un mecanismo inhibitorio dual previniendo la interacción del 
FVIII con los fosfolípidos de membrana y con el FVW (36). 
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Los anticuerpos inhibitorios anti FVIII dirigidos hacia dominio A2 conforman un gran 
grupo y comparten un epítope mayor compuesto por los residuos arginina 484 – 
isoleucina 508. Estos inhibidores inactivan el FVIIIa bloqueando directamente la 
interacción con el dominio proteasa del FIXa, este sitio de interacción amplifica la 
actividad enzimática de FIXa cerca de 100 veces (36).  
 
Esta alteración interrumpe la interacción reduciendo la actividad cofactor del FVIIIa, 
además de la desestabilización dentro del complejo tenasa y el incremento en el rango 
de inactivación del FVIIIa debido a disociación espontánea de la subunidad A2.  Otra 
población de inhibidores previene de la interacción entre el FVIIIa y el Factor de 
Crecimiento Epidermal en un dominio de unión común para FIXa, bloqueando un sitio 
de unión de alta afinidad en el dominio A3. Una clase rara de anticuerpos inhibitorios 
reconoce el interdomínio a1 en los residuos 351 a 365, se cree que estos 
aloanticuerpos probablemente bloquean la interacción de FVIIIa con los substratos del 
FX porque los residuos 337 a 372 los que conforman el sitios de unión con el FX. Otra 
clase de inhibidores interfiere con la activación completa del FVIII, previniendo la 
incorporación del FVIIIa al complejo tenasa (36). 
 
Cuando la activación es normal, el rompimiento en la arginina 1689 genera la 
remoción del péptido a3, el cual dirige sitio de unión al FVW, la remoción de a3 
también induce cambios conformacionales en el dominio C2, estos facilitan la 
liberación completa del FVIII a partir de FVW, anticuerpos dirigidos hacia este 
interdomínio interrumpe la liberación a partir del FVW (36). 
 
La presentación antigénica por Células Dendríticas (CDs) es considerada el paso 
inicial en dos aspectos importantes de la inmunidad innata: el primer contacto de 
reconocimiento inmune y en la inducción de la tolerancia periférica. Múltiples fenotipos 
de diferentes poblaciones de CDs y su importancia en la generación de inmunidad y 
tolerancia constituyen un área de investigación activa. Recientemente se ha 
demostrado que el proceso de reconocimiento de una nueva “señal de peligro” 
determina la naturaleza y respuesta por parte del hospedero (34).  
 
Las CDs son capaces de discriminar entre lo propio y lo extraño, por lo tanto tienen la 
habilidad de amplificar la respuesta inmune contra patógenos mientras silencia 
linfocitos reactivos propios. La función de la CD involucra dos componentes que se 
desarrollan en secuencia: una paso de presentación y un paso de sensibilización. Esta 
función es asociada a su migración. En tejidos periféricos las CDs actúan como 
48 
 
centinelas de signos de invasión de patógenos. Posteriormente, migran a tejidos 
linfoides, en donde sensibilizan linfocitos T específicos para estos antígenos. La 
maduración le confiere a las CDs la capacidad de presentar antígenos detectados 
anteriormente en la periferia a órganos linfoides. Esta memoria antigénica resulta a 
partir de una única regulación del procesamiento antigénico que conduce a la 
presentación tardía del CMH II (37).  
 
Después de la exposición a señales de peligro y/o activación y estímulo de 
maduración, las células inmaduras que se encuentran patrullando las órganos 
periféricos incrementan en la superficie celular la expresión de moléculas CMH II y 
moléculas coestimulatorias de tipo (CD80/CD86), la secreción de IL- 12q70 (IL-12p70) 
y un incremento en su capacidad de estimular linfocitos T vírgenes o de memoria. La 
interacción entre CD40L, el cual es expresado transitoriamente por linfocitos T 
activados y CD40 sobre la superficie induce la activación y maduración de las Células 
Dendríticas. Las CDs maduras de línea CD8- puede inducir la expansión de Linfocitos 
T reguladores y frenar la respuesta de Linfocitos T como mecanismo para prevenir la 
ruptura de la tolerancia periférica contra antígenos propios que son presentados 
simultáneamente con los antígenos extraños por la misma CD madura. En estado de 
tolerancia (estable), CD8- y CD8+ permanecen quiescentes después de capturar y 
procesar antígenos exógenos, este modelo ha sido estudiado profundamente en 
modelo animal de ratón, en humano se ha demostrado que los mecanismos y 
poblaciones celulares son extrapolables (38).  
2.7.1. Diagnóstico de laboratorio 
En la prueba de detección de inihibidores que se usa de rutina, se usa la mezcla de 
plasma del paciente con plasma normal, si la anormalidad no desaparece, es probable 
que la muestra contenga un inhibidor (que podría ser heparina, anticuerpos 
antifosfolipidos o inhibidores específicos de los factores de la coagulación). Si la 
anormalidad se corrige, es probable que el retardo en la coagulación se deba a una 
deficiencia en un factor de la coagulación como FVIII, IX, XI y XII, en la vitamina K que 
provoca una deficiencia en FII, FVII, FIX y X y por tanto a la vez un  alargamiento en el 
tiempo de protrombina y con menor frecuencia en el Factor de von Willebrand. En 
presencia de inhibidores el PTTa es prolongado en comparación con los controles sin 
inhibidores (31).  
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La prueba de “Bethesda” es la técnica de referencia usada en la cuantificación de 
inhibidores, en esta prueba, un lote de plasma normal (como fuente del factor) con 
plasma del paciente sin diluir se incuba durante dos horas a 37°C, posteriormente, se 
somete a pruebas de FVIII residual. Una unidad de inhibidor o Unidad Bethesda se 
define como la cantidad de inhibidor que neutralizará el 50% de una unidad de factor 
VIII agregado en dos horas a 37 °C, esta prueba se debe corregir para considerar el 
deterioro propio del FVIII en el ensayo, incluyendo al ensayo un control consistente en 
plasma normal incubado con “buffer” (31).  
 
Hacia 1995 se realizó una modificación a la técnica conocida como la modificación 
“Nijmegen” la cual hoy en día se usa ampliamente, en esta técnica el control consiste 
en plasma normal incubado con plasma inmunoabsorbido de FVIII, en lugar de buffer y 
el plasma normal usado en la mezcla para incubación es amortiguado con imidazol a 
pH 7.4. Por otro lado, la medición in vivo de la vida media de un bolo de FVIII infundido 
al paciente es más sensible a rastros de inhibidor que las pruebas de detección antes 
mencionadas (31). 
En pacientes en quienes se prevé la presencia de inhibidores, inicialmente se 
preparan diluciones del plasma del paciente usando el buffer de ensayo de factor VIII. 
Posteriormente, se agrega una proporción ya establecida de factor VIII en forma de 
pool de plasma normal a cada dilución de plasma de prueba (normalmente contendrá 
alrededor de 100 U/dl). De esta manera, cada mezcla para incubación tiene una 
concentración inicial de aproximadamente 50 U/dl. Después de transcurridas dos 
horas de incubación a 37°C, se practica un ensayo de actividad de FVIII, en la cual se 
usa como estándar la mezcla de plasma normal y plasma deficiente en factor VIII. De 
acuerdo a la modificación de Nijimegen, es importante tamponar el plasma normal 
agregando imidazole 0,1M pH 7,4, lo que mejora considerablemente la sensibilidad y 
especificidad del ensayo. Al finalizar el periodo de incubación, se mide el nivel residual 
de factor FVIII y se calcula el título de inhibidor a partir de un gráfico de factor FVIII 
residual vs unidades de inhibidor (31). 
2.7.2. Problemática 
Los pacientes con inhibidores presentan mayor morbilidad, ya que los sangrados y en 
general las manifestaciones clínicas son más difíciles de tratar y el tratamiento es 
considerablemente más costoso. De esta manera, el médico sospecha la presencia de 
inhibidores al observar una hemorragia que no se controla rápidamente con la dosis 
habitual de FVIII. La presencia de inhibidores no cambia el lugar del sangrado pero si 
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la frecuencia o severidad de la hemorragia. La presencia de inhibidores dificulta el 
control de los sangrados (31). 
 
Aquellos pacientes con un título alto de inhibidores muestran un mayor riesgo de 
presentar sangrado en articulaciones y desarrollo temprano de artropatía, por ende 
disminución en la calidad de vida. Anteriormente, los pacientes que desarrollaban 
inhibidores duplicaban el riesgo de mortalidad comparado con pacientes que solo 
padecen la enfermedad sin inhibidores. Recientemente, este pronóstico ha mejorado 
sin llegar a ser igual en ambos grupos. En pacientes con hemofilia moderada y leve al 
desarrollar inhibidores se incrementa el rango de mortalidad a niveles semejantes de 
los pacientes con fenotipo severo (3). 
 
La erradicación de anticuerpos inhibitorios contra la terapia de reemplazo, se puede 
conseguir Induciendo Tolerancia Inmune (ITI), en esta terapia se administra 
regularmente FVIII, con el propósito de hacer al paciente tolerante a la administración 
del mismo. Sin embargo, del 10 al 20% de los pacientes no alcanzan la tolerancia 
deseada. El desarrollo de inhibidores en adolecentes con diagnóstico de Hemofilia A, 
retrasa su proceso natural de crecimiento y maduración; la maduración ósea y el 
desarrollo de la pubertad sufren retrasos, así como la velocidad de crecimiento (3, 29). 
 
Actualmente, los protocolos efectivos para Inducción de la Tolerancia Immune (ITI) 
para el FVIII, comprenden la administración diaria de concentrado del FVIII por el 
curso de algunos meses hasta 2 años. La ITI es costosa y los mecanismos por los 
cuales opera no se han determinado con precisión (34). 
 
La ITI es un tratamiento con gran demanda por los pacientes y las instituciones 
prestadoras de servicios en salud. Por lo tanto la identificación de predictores de éxito 
en esta medida terapéutica sigue siendo crucial en la optimización de la selección de 
los candidatos, de los regímenes de tratamiento y seguimiento (40). En un estudio 
reciente Coppola y colaboradores, demostraron la influencia que ejercen las 
mutaciones presentes en el gen del FVIII de la coagulación, en el desarrollo de 
inhibidores, siendo un factor predictor junto con otros más fuertes, como el título de 
anticuerpos inhibitorios antes del inicio de la ITI y el pico del título de inhibidores 
durante ITI. El perfil del genotipo de riesgo puede ser integrado con predictores 
clínicos para el desarrollo de herramientas capaces de identificar pacientes con 
predisposición a presentar una respuesta pobre (40). 
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2.8. Detección de la Inversión del intrón 1 y 22 en el gen del FVIII 
 
En pacientes con Hemofilia A severa, las inversiones del intrón 22 y 1 son las primeras 
mutaciones a estudiar. Originalmente se usó la metodología de Southern blotting en la 
detección de las inversiones, así como en el estudio de patrones distales y proximales 
de la inversión del intrón 22, siendo esta una técnica laboriosa y de cierta peligrosidad. 
Con el tiempo se implementaron con más frecuencia diferentes técnicas basadas en la  
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), siendo la LD-PCR la más usada para el 
estudio de esta mutación. A partir de la metodología propuesta por Lui y colaboradores 
(44), a la fecha se han propuesto diferentes variantes de la misma. La búsqueda 
nuevas alternativas obedece a la complejidad de la técnica en cuanto a la 
estandarización de las condiciones en reacción; la metodología originalmente 
contemplaba el uso de una mezcla de primers multiplex, sin embargo en diferentes 
publicaciones se ha reportado la dificultad de reproducir estas condiciones de 
reacción. Posteriormente, Polakova (70), propone el uso una mezcla de primers en 
parejas, alcanzando mejores resultados. Finalmente, Vidal y colaboradores, 2005, 
desarrolla una metodología de PCR en tiempo real para la detección de estas 
inversiones en corto tiempo y sin realizar electroforesis, sin embargo, no se extendió 
su uso debido baja reproducibilidad obtenida (17). 
 
Un método recientemente descrito que además permite la discriminación del patrón 
distal y proximal de la inversión, lo propuso Rossetti y colaboradores, 2006, conocido 
como inverse-shifting PCR, el cual emplea un protocolo que a pesar de representar 
mayor consumo de tiempo,  es muy robusto. En este protocolo el DNAg es digerido 
mediante la acción de la enzima BclI, posteriormente los fragmentos obtenidos son 
sometidos a ligación lo que genera estructuras denominadas “anillos B”. Luego, se 
lleva a cabo una reacción de PCR inversa en la cual se usan los anillos como templete 
y finalmente se realiza la evaluación de patrones electroforéticos. 
 
Con respecto a la detección de la inversión del intrón 1 en pacientes negativos para la 
inversión 22, el método originalmente publicado propuesto por Bagnall (42), ha 
mostrado buenos resultados en la mayoría de los casos y no se le han realizado 
modificaciones mayores. Sin embargo, Rossetti y colaboradores, 2006 también 
propuso un método basado en  inverse-shifting PCR, usando “anillos B” como 
templete, usando las mismas condiciones de la amplificación del método para la 
detección de la INV22 (17). 
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A pesar de las variaciones realizadas y nuevas alternativas propuestas, el método 
basado en PCR- LD (42,44), es considerado un “gold standard” para la detección de la 
INV22 e INV1, debido a la reproducibilidad y menor inversión en tiempo de operación 
(17). 
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3. Objetivo General 
 
Detectar la frecuencia de la inversión de los intrones 1 y 22 del gen del factor VIII de la 
coagulación en un grupo de pacientes  pediátricos con diagnóstico de Hemofilia A que 
asisten al servicio de Hematología en diferentes IPS en Bogotá, Colombia 
 
3.1 Objetivos Específicos 
 
Analizar la frecuencia de las inversiones de los intrones 1 y 22 del gen del FVIII en 
población pediátrica con diagnóstico de Hemofilia A que asisten al servicio de 
Hematología en diferentes IPS en Bogotá, Colombia 
 
Correlacionar la detección de la inversión de los intrones 1 y 22 del gen del factor VIII 
de la coagulación con las características fenotípicas de la enfermedad y la presencia 
de inhibidores en la población de estudio. 
 
Comparar la frecuencia de la inversión de los intrones 1 y 22 del gen del factor VIII de 
la coagulación en pacientes con diagnóstico de hemofilia A reportadas en la literatura 
con las encontradas en pacientes que asisten al servicio de Hematología en diferentes 
IPS en Bogotá, Colombia.  
 
3.2. Hipótesis 
 
En Hemofilia A severa la frecuencia de la inversión de los intrones 1 y 22 del gen del 
FVIII se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg: “Cualquiera que sea la frecuencia 
alélica de una población, las frecuencias genotípicas serán constantes de generación 
en generación, siempre y cuando las frecuencias alélicas también se mantengan 
constantes y mantengan otras condiciones” (1). Se estima que en la población de 
estudio se encontrará una incidencia de estas mutaciones similar a la encontrada en 
otras poblaciones ya descritas. 
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4. Materiales y Métodos 
 
Debido al alcance de los objetivos propuestos para este trabajo de tesis, el primer 
paso en el abordaje es el conocimiento de las cifras de frecuencia de la INV1 – INV22  
del gen del FVIII de la coagulación en pacientes con diagnóstico de hemofilia A en la 
población mundial. Para esto se realizó una revisión sistemática de literatura 
relacionada.  
 
4.1. Revisión sistemática de literatura 
 
Inicialmente se realizó una revisión sistemática de la literatura científica que incluyó 
artículos originales, cartas al editor, trabajos de tesis y toda clase de literatura 
científica que permitiera generar un marco de referencia acerca del contexto actual y 
los hallazgos en el área hasta la fecha, con el propósito de conocer la frecuencia de la 
INV1 e INV22 del gen del FVIII de la coagulación en diferentes poblaciones a nivel 
mundial y compararla con las obtenidas en la población de estudio, como una posible 
herramienta pronóstica para el desarrollo de inhibidores en pacientes con hemofilia A, 
dada su importancia como las alteraciones genéticas más frecuentemente asociadas a 
la severidad de la enfermedad y a la aparición de inhibidores.  
 
Para esto se realizó una búsqueda en la base de datos PubMed – NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) de acuerdo con la última actualización realizada 
el 28 de marzo de 2012, teniendo en cuenta que esta base de datos contiene 
alrededor de 21 millones de citaciones de literatura biomédica proveniente de 
MEDLINE, revistas de las ciencias de la vida y libros online (68). De la misma manera 
se consultó la base de datos HAMSTeR  (http://hadb.org.uk/), en su última versión de 
julio de 2011, la cual proporciona información especializada y / o depurada en 
Hemoflia A, sin embargo, la literatura que allí se relaciona en gran medida con la 
obtenida en PubMed. 
 
Para la búsqueda en PubMed se usaron las ecuaciones de busqueda: "intrón 22 and 1 
inversión FVIII", "Factor VIII gene inversions in severe hemophilia A patients", usando 
la herramienta límite con las siguientes inclusiones en ambos casos: Date: Any date, 
type of article: classical article, case report, Journal article, multicenter study. Species: 
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Human. Languages: English, Research Field Tags: All Fields. Es importante mencionar 
que en este punto se incurre en sesgo de selección ya que los estudios que se 
obtendrán de la búsqueda en la mayoría de los casos estarán escritos en idioma 
inglés. Sin embargo, con el fin de perder la menor cantidad de información 
relacionada, se incluyeron los artículos que contaban con resumen en ingles a pesar 
de ser publicados escritos en otros idiomas. 
 
También se realizó la búsqueda en diferentes bases de datos de literatura científica 
con el fin de obtener el mayor número de publicaciones, en caso de no estar incluidas 
en PubMed, como Science Direct, Scopus y Wiley On line Library. Finalmente, con el 
propósito de obtener literatura que no se encuentra en PubMed y que cuenta con 
publicaciones que pueden ser de interés, lo que se ha denominado “literatura gris”, 
refiriéndose a trabajos publicados en revistas regionales, trabajos de tesis publicados, 
entre otros, se realizó la búsqueda mediante el navegador google (www.google.com), 
usando las ecuaciones de búsqueda “inversion intron 22 and haemophilia a”, 
”haemophilia a inversion 22 and 1 detection”, “haemophilia a and inversion intron 1 and 
22” y “inversion intron 22 and haemophilia a”.  
 
De esta búsqueda inicial se obtuvieron artículos originales desde 1990 hasta la fecha, 
teniendo en cuenta que en esta clase de abordajes se debe eliminar al máximo la 
heterogeneidad de los grupos a analizar, se establecieron los siguientes criterios de 
inclusión: 
 
 Estudios observacionales de cohorte 
 El artículo incluido debe contar con un grupo de estudio caracterizado 
clínicamente previo al desarrollo del estudio. 
 Contexto geográfico bien definido. 
 Se incluyeron estudios realizados en hombres, hemicigóticos para la 
enfermedad, generalmente categorizados como severos (niveles de 
actividad residual de FVIII <0.01 IU/mL), sin importar edad o estatus socio 
económico. 
 Se tomaron en cuenta estudios que tomaran cohortes de pacientes 
relacionados y no relacionados 
 Se tuvieron en cuenta los datos del desarrollo de inhibidores de acuerdo a 
los estándares internacionales  
 Uso de metodología estándar para la detección de las mutaciones (42, 44). 
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Como criterios de exclusión en el estudio se mencionan los siguientes: 
 
o Se excluyeron estudios de portadoras. 
o Los estudios que tomaban de partida poblaciones negativas para la inversión 
de los intrones 1 y 22. 
o Los estudios que reportaban la detección de las inversiones de interés 
mediante técnicas de clivaje enzimático o Southern Blotting. 
 
La búsqueda se corrió en abril de 2011, posteriormente se realizaron búsquedas 
periódicas hasta marzo de 2012, acudiendo a búsquedas tanto pubmed 
(www.pubmed.gov.co) como en el navegador Google (www.google.com).  
 
4.2. Estudio molecular de la población de estudio 
4.2.1. Información de pacientes 
En este estudio se incluyeron 30 individuos con diagnóstico de hemofilia A, 
procedentes de Bogotá D.C.- Colombia y áreas rurales cercanas. En este estudio 
se analizaron pacientes pediátricos con un rango de edad comprendido entre 0,8 
meses a 18 años, varones, que asisten a diferentes IPS en Bogotá. D.C., como 
son el La Fundación Hospital de la Misericordia, Clínica Infantil de Colsubsidio y 
Hemolife (IPS). 
 
En las instituciones que decidieron participar en el estudio el protocolo de 
investigación fue sometido a evaluación y aprobación por comités de ética y de 
vigilancia científica de cada institución, posterior a la aprobación por parte del 
comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de 
Colombia, Sede Bogotá. Todos los participantes del estudio diligenciaron el 
formato de consentimiento informado para cada institución de acuerdo con los 
Principios de la Declaración de Helsinki (69).  
4.2.2. Toma y procesamiento de la muestra 
Dada las naturaleza de la enfermedad, la recolección de las muestras de estudio 
se realizó aprovechando la toma de muestras propias del seguimiento clínico de 
los pacientes como lo son el estudio de la actividad del FVIII de la coagulación o 
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el estudio de anticuerpos inhibidores. Una vez recolectada la muestra se 
procedió a realizar un aislamiento de leucocitos mediante metodología de 
separación por gradientes de sucrosa usando el reactivo LSM (lymphocyte 
Separation Medium), el pellet  de células obtenido se almaceno a -80°C hasta su 
procesamiento. 
4.2.3. Extracción de DNA 
La extracción de DNA se realizó a partir de los pellets almacenados a -80°C, 
usando el kit PureLink™ Genomic DNA, (Invitrogen), siguiendo las instrucciones 
del fabricante.  La pureza y calidad de cada una de las extracciones se 
determinó mediante espectofotometría leyendo a 260nm y determinando la 
pureza mediante la relación 260/280 nm, siendo aceptables relaciones por 
encima de 1,5. Esta medición se realizó usando el equipo Nanodrop 2000, 
Thermo. 
4.2.4. Análisis molecular 
La inversión del intrón 22 se genera mediante recombinación homóloga entre 
int22h-1 (región intragénica) con int22h2 e int22h3 (regiones extragénicas) (45). 
Para estudiar la inversión del intrón 22 se sintetizaron los primers P, Q, A y B de 
acuerdo con la metodología propuesta por Liu y colaboradores (44, 45). Los 
primers P y Q se unen a la región int22h-1, mientras los primers A y B se unen a 
int22h-2 e int22h-3 (ver figura No.6).  
 
La detección de la inversión de los intrones 1 y 22 del gen del FVIII de la 
coagulación se realizó mediante la metodología de LD-PCR (42,44), usando las 
secuencias que se presentan a continuación (tabla No.1 y tabla No.2). 
 
PRIMERS INVERSION 22 FVII 
IDENTIFICACION SECUENCIA 
INT22 P  5’-GCCCTGCCTGTCCATTACACTGATGACATTATGCTGAC-3’    
INT22 Q  5'-GGCCCTACAACCATTCTGCCTTTCACTTTCAGTGCAATA-3'  
INT22  A 5’-CACAAGGGGGAAGAGTGTGAGGGTGTGGGATAAGAA-3’ 
INT22 B  5’-CCCCAAACTATAACCAGCACCTTGAACTTCCCCTCTCATA-3’  
Tabla No.1. Detalle de las secuencias de los primers usados en la detección de la 
inversión 22 del gen del FVIII de la coagulación. Nota: En la publicación original (Liu, y 
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colaboradores 1998) la secuencia  del primer B difiere de la secuencia de referencia por 
esta razón se hace una corrección en la última base. 
PRIMERS INVERSION 1 FVIII 
IDENTIFICACION SECUENCIA 
9cR  5'-CTAGCTTGAGCTCCCTGTGG-3' 
9F 5'-GTTGTTGGGAATGGTTACGG-3' 
Int1h-2F  5'-GGCAGGGATCTTGTTGGTAAA-3' 
Int1h-2R  5'-TGGGTGATATAAGCTGCTGAGCTA-3' 
 
Tabla No.2. Detalle de la secuencia de los primers usados en la detección de la inversión 
1 del gen del FVIII de la coagulación.  
 
Para la detección de la inversión del intrón 22 mediante LD-PCR se realizó una 
modificación al protocolo original (44), debido a la complejidad de la reacción, los 
mejores resultados se obtuvieron realizando la reacción con mezclas de parejas de 
primers de acuerdo con lo reportado por Polakova y colaboradores, 2003. (70).  En la 
mezcla de PCR se uso el kit Platinum ® Taq DNA Polymerase High Fidelity 
(Invitrogen), según el cual cada reacción debía contar con los siguientes componentes: 
Buffer High Fidelity PCR 10X concentración en reacción 1X,  mezcla de dNTP 0,5mM, 
MgSO4 0,2mM, para la pareja de primers P/Q 0,4uM y para la pareja de primers A/B 
0,2uM, A/Q- P/B 0,4uM, para mayor comprensión en la figura No.6 se muestran las 
diferentes mezclas de primers usadas en esta reacción y el propósito de cada una,  se 
usó en reacción 7% de DMSO, 200 ng de DNA templete y enzima Platinum ® Taq 
DNA Polymerase High Fidelity 1U por reacción. 
 
En este protocolo también se modificó el protocolo propuesto tanto por Lui y 
colaboradores, y Polakova (44, 70), suprimiendo 7-deazaGTP, ya que a partir de la 
estandarización se estableció que este componente en las condiciones de PCR antes 
mencionadas no aportaba precisión o mejores resultados. Las condiciones de 
temperatura para la PCR se establecieron de acuerdo a las recomendaciones del 
fabricante de la enzima usada, de esta manera se realizó una denaturación inicial de 
94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de denaturación a 94°C por 30 seg, 
alineamiento a 55°C por 30 seg y una extensión a 68°C por 13 min en cada ciclo, 
estas reacciones se llevaron a cabo en el termociclador  C1000 ThermalCycler 
BioRad. 
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Para la detección de la inversión del intrón 1, se usó el protocolo descrito por Bagnall, 
y colaboradores (42). Usando la mezcla de primers 9cR, 9F e int1h-2F en la detección 
de la región int1h-1 y la mezcla int1h-2F, int1h-2R y 9F para la detección de la región 
int1h-2, ver figura No.7. En el gen del FVIII de la coagulación con INV1 no se espera 
que exprese el primer exón el cual codifica para el prepéptido y se genera uno para la 
traducción  del gen C6.1A (45). Para la detección de la INV1, se comparó los 
productos de amplificación de int1h-1 e int1h-2 (figura. No. 7). 
 
Para la mezcla de reacción se utilizó del mismo modo el kit Platinum ® Taq DNA 
Polymerase High Fidelity (Invitrogen), según el cual cada reacción debía contar con los 
siguientes componentes: Buffer High Fidelity PCR 10X concentración en reacción 1X,  
mezcla de dNTP 0,2mM, la mezcla de primers en cada caso a una concentración de 
0,4uM, DMSO 5%, 200 ng de DNA templete y enzima Platinum ® Taq DNA 
Polymerase High Fidelity 1U por reacción. Se realizaron dos reacciones por paciente 
con las mezclas de primers antes mencionadas. 
 
Las condiciones de temperatura de la PCR se realizaron de acuerdo a las 
especificaciones del fabricante de la enzima usada, según las cuales se uso una 
denaturación inicial a 94°C por 30 segundos, seguida de 30 ciclos compuestos de una 
denaturación a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 55°C por 30 segundos y una 
extensión a 68°C por 2 minutos. Estas reacciones se llevaron a cabo en el 
termociclador  C1000 ThermalCycler BioRad. 
 
Posteriormente, el análisis de los productos se realizó en un gel de agarosa al 1%, 
usando buffer de carga BlueJuice™ Gel Loading Buffer (Invitrogen) y marcador de 
peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) y se leyó en el foto- documentador 
de imágenes SYNGENE®, Multi Genius, software Gene Snap (SynGene®). La 
validación de la técnica para la detección de la inversión del intrón 1 y 22 del gen del 
FVIII de la coagulación se realizó tres veces, usando controles positivos 
proporcionados por el Dr. Carlos De Brasi  (Instituto de Investigaciones Hematológicas 
Mariano R. Castex, Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires, Argentina) y el 
Dr. David Lillicrap MD, FRCPC. (Department of Pathology & Molecular Medicine 
Richardson Laboratory Queen's University Kingston, Ontario K7L 3N6, Canada). 
Usando en cada grupo de detección como controles positivos varones afectados, 
controles negativos (individuos sin alteraciones en la coagulación) y solo para efectos 
de la validación de la técnica mujeres portadoras (heterocigotas para cada mutación)  
(figura No.6). 
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5. Resultados 
 
5.1. Revisión sistemática de la literatura 
 
A partir de la búsqueda inicial en navegadores y bases de datos, se obtuvieron 
alrededor de 100 publicaciones entre artículos, literatura gris, ponencias en congresos 
y tesis. De estas se excluyeron estudios anteriores a la fecha de publicación de las 
metodologías de referencia Liu, y colaboradores. 1998 y Bagnall, y colaboradores. 
2002. Así mismo se descartaron estudios que tuvieran como finalidad identificación de 
marcadores polimórficos para la detección de portadoras, al final de la  primera 
selección general se obtuvieron 86 publicaciones de estas se hizo una selección 
posterior descartando estudios en donde se emplearan otras metodologías en la 
detección de las mutaciones, estudios de portadoras, estudios que no presentaban 
claramente la población estudiada o sus características clínicas o procedencia 
geográfica y estudios en los que se tomaba población negativa para la inversión de los 
intrones 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación. 
 
 En total se seleccionaron de 54 publicaciones, de este total se procedió a realizar la 
clasificación de acuerdo al continente del cual era originaria la población de estudio, 
una vez organizados los estudios por orden cronológico y alfabético, se realizó un 
posterior descarte de estudios duplicados, es decir en los cuales se tomaba la misma 
población de otros estudios y se hizo una última selección de acuerdo al tamaño de 
muestra y detección de anticuerpos inhibidores. Fue así como por ejemplo con 
respecto a los estudios realizados en población procedente de India – Asia, se tomó 
un estudio que contaba con un n (tamaño muestral) de 101 individuos severos, cabe 
destacar que el n a partir del cual se hizo el análisis de la literatura fue la población 
correspondiente a pacientes con diagnóstico de hemofilia A severos, como se 
mencionó antes en los criterios de inclusión.  
 
Los resultados obtenidos de esta última selección son mostrados en las tablas No.3 a 
la No.8. Se puede apreciar sin embargo, que se incluyeron algunos estudios a pesar 
de contar con tamaños de muestra pequeños, la razón de esta inclusión obedeció 
principalmente a que estos estudios eran los únicos que se encontraron con respecto 
a la población de estudio en cada caso, por eso en aras del análisis y la posterior 
discusión no se excluyeron. 
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Tabla No. 3. En esta tabla se muestran las frecuencias absolutas para la detección de la 
inversión del intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación en poblaciones de diferentes 
procedencias geográficas de Asia. Así como la detección de inhibidores en estos pacientes 
positivos para la INV1 e INV22. El porcentaje correspondiente a la detección de inhibidores se 
tomo con respecto a la población de pacientes positivos para cada una de las mutaciones 
estudiadas. ND: No detectado, NE: No estudiado. 
 
 
   
Tabla No. 4. En esta tabla se muestran las frecuencias absolutas para la detección de la 
inversión del intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación en poblaciones de diferentes 
procedencias geográficas de Europa.  Así como la detección de inhibidores en estos pacientes 
positivos para la INV1 e INV22. El porcentaje correspondiente a la detección de inhibidores se 
tomó con respecto a la población de pacientes positivos para cada una de las mutaciones 
estudiadas. ND: No detectado, NE: No estudiado. 
 
 
 
 
Tabla No. 5. En esta tabla se muestran las frecuencias absolutas para la detección de la 
inversión del intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación en poblaciones de diferentes 
procedencias geográficas de América del Norte. Así como la detección de inhibidores en estos 
pacientes positivos para la INV1 e INV22. El porcentaje correspondiente a la detección de 
inhibidores se tomo con respecto a la población de pacientes positivos para cada una de las 
mutaciones estudiadas. NE: No estudiado. 
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Tabla No. 6. En esta tabla se muestran las frecuencias absolutas para la detección de la 
inversión del intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación en poblaciones de diferentes 
procedencias geográficas de Latino América. Así como la detección de inhibidores en estos 
pacientes positivos para la INV1 e INV22. El porcentaje correspondiente a la detección de 
inhibidores se tomo con respecto a la población de pacientes positivos para cada una de las 
mutaciones estudiadas. ND: No detectado, NE: No estudiado 
 
 
Tabla No. 7 y 8. En esta tabla se muestran las frecuencias absolutas para la detección de la 
inversión del intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación en poblaciones de diferentes 
procedencias geográficas de Oceanía y África (principalmente Nueva Zelanda y Sur África 
respectivamente. Así como la detección de inhibidores en estos pacientes positivos para la 
INV1 e INV22. El porcentaje correspondiente a la detección de inhibidores se tomo con 
respecto a la población de pacientes positivos para cada una de las mutaciones estudiadas. 
NE: No estudiado 
 
Teniendo en cuenta los objetivos del presente estudio también se realizó la 
identificación y selección de las publicaciones que contaban con información 
correspondiente a la detección de anticuerpos inhibitorios en pacientes que portan la 
INV1 y/o INV22,  los resultados obtenidos se muestran en las tablas No. 9 a 11. 
 
 
 
Tabla No.9. En esta tabla se muestran las frecuencias en la detección de inhibidores en 
pacientes positivos para la inversión del intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación, en 
diferentes poblaciones procedentes de Asia. 
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Tabla No.10. En esta tabla se muestran las frecuencias en la detección de inhibidores en 
pacientes positivos para la inversión del intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación, en 
diferentes poblaciones procedentes de Europa. 
 
 
 
 
Tabla No.11. En esta tabla se muestran las frecuencias en la detección de inhibidores en 
pacientes positivos para la inversión del intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación, en 
diferentes poblaciones procedentes de América latina. 
 
 
5.2. Características de la población de estudio. 
 
El análisis de la inversión en el intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación se 
realizó en 30 pacientes con diagnóstico clínico de hemofilia A severa y moderada, 
procedentes de diferentes IPS ubicadas en la ciudad de Bogotá, Colombia, los cuales 
procedían en su mayoría de Bogotá y municipios aledaños, categorizados según la 
definición de las variables a estudiar como área urbana y área rural respectivamente.  
La población de estudio la conformaron pacientes pediátricos con un rango de edad 
comprendido entre 0,8 meses a 18 años, con una media de 11 años. La edad de 
diagnóstico de la población presentó un rango de 3 a 120 meses, con una mediana de 
11 meses.  
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El 53% de la población estudiada tiene antecedentes familiares de hemofilia A. En 
cuanto a la severidad de la enfermedad en la población de estudio el 77% presentó 
actividad del FVIII < 1U/dL-1, mientras el 23% restante mostraron actividad del FVIII 
entre 1 a 5 U/dL-1, siendo categorizados como hemofilia A severa y moderada 
respectivamente.  
 
El 100% de los pacientes estudiados se encuentran en protocolos de profilaxis 
secundaria, 87% de ellos reciben FVIII tres veces por semana, 10% dos veces por 
semana y el 3% restante, una vez por semana. En cuanto a la procedencia de FVIII 
administrado como tratamiento, 44% de los pacientes reciben FVIII recombinante 
mientras el 56% restante reciben FVIII derivado de plasma con contenido de factor de 
von Willebrand. Se detectaron anticuerpos inhibitorios en el 27% de los pacientes 
estudiados. 
 
Con respecto al estado funcional de los pacientes estudiados, medido mediante 
presencia o no de artropatía en articulaciones blanco (la artropatía es ocasionada por 
sinovitis asociada a sangrados a repetición), el 33% de los pacientes presentaron un 
estado funcional bueno, 10% de los pacientes presentaron artropatía en una 
articulación, 27% de los pacientes presentaron artropatía en dos articulaciones y el 
30% restante presentaron artropatía en más de tres articulaciones.  
 
Con respecto a la detección de la inversión de los intrones 1 y 22 del gen del FVIII de 
la coagulación, fue positiva para el 50% de la población estudiada (15 pacientes), 40% 
de los cuales resultaron positivos para la inversión del intrón 22 y el 10% restante 
resultaron positivos para la inversión del intrón 1 (tabla No.12). 
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Tabla No.12. En esta tabla se muestran las principales características demográficas de la 
población de estudio. NA: No aplica. 
 
5.3. Análisis molecular de la inversión del intrón 1 y 22 del gen del FVIII de 
la coagulación 
 
Para la detección de la inversión del intrón 1 y 22 en la población de estudio, 
inicialmente se analizó la inversión del intrón 22 en el total de la población resultando 
positivo para el 40% de la población de estudio (figura No.8), posteriormente, en los 
pacientes negativos para esta mutación se estudió la inversión del intrón 1 (figura 
No.10), siendo positivo para 10% de la población de estudio. Obteniendo la 
identificación de la mutación causante del fenotipo de la enfermedad en el 50% de la 
población analizada. Como control interno de la reacción en la detección de la 
inversión del intrón 22 del gen del FVIII de la coagulación, se corrió la reacción con la 
pareja de primers A/B, como se puede apreciar en la figura No.7 y 9 esta pareja de 
primers amplifica con y sin inversión ya que aunque se genera la inversión, por lo 
menos una copia de estas regiones externas permanecerá intacta (int22h-2 o int22h-
3). Como se puede apreciar en la figura No.9 se obtuvo una banda de 9,8Kb para cada 
paciente. 
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Se analizó la relación entre el desarrollo de anticuerpos inhibidores y la severidad de la 
enfermedad, el 27% de la población analizada desarrollo inhibidores a la fecha del 
análisis, correspondiente a 8 pacientes, 6 de los cuales eran pacientes severos y 2 
moderados (tabla No.13). El 7% de la población de estudio correspondiente a 2 
pacientes tratados con FVIII recombinante desarrollaron inhibidores mientras el 20% 
del total de la población de estudio, correspondiente a 6 pacientes tratados con 
derivados de plasma, desarrollaron anticuerpos inhibidores (tabla No.14). Se analizó la 
relación entre el desarrollo de anticuerpos inhibidores y la detección de la inversión del 
intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación, del total de la población en la que se 
detectó la INV22 el 33% han desarrollado inhibidores y de los pacientes en quienes se 
detecto la INV1 el 33% tienen inhibidores, estas cifras son cercanas a los porcentajes 
observados en países como Italia, España y Alemania (10, 71, 72) (tabla No.10 y 15). 
 
Tabla No. 13. En esta tabla se relaciono la severidad de la enfermedad con la presencia de 
anticuerpos inhibidores en la población de estudio. 
 
 
 
Tabla No. 14. En esta tabla se relaciona la presencia de inhibidores y la naturaleza de la fuente 
terapéutica administrada en la población de estudio. 
 
 
 
Tabla No. 15. En esta tabla se relaciona el desarrollo de anticuerpos inhibidores con la 
detección de la inversión del intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación. 
 
67 
 
 
 
Tabla No.16. En esta tabla se relaciona la detección de la inversión del intrón 1 y 22 del gen 
del FVIII de la coagulación con el estado funcional de los pacientes analizados.  
 
 
Tabla No.17. En esta tabla se relaciono la presencia de anticuerpos inhibidores, el estado 
funcional y la detección de la inversión del intrón 1 y 22 del gen del FVIII de la coagulación en 
la población de estudio. 
 
Por otro lado se analizó la presencia anticuerpos inhibidores y el estado funcional de 
los pacientes analizados, encontrando que el 58% de los pacientes en quienes se 
detectó la inversión del intrón 22, mostraron un estado funcional bueno que se definió 
como ausencia de artropatía. Por otra parte, en el 33% de los pacientes que fueron 
positivos para la INV1 y en el 8% de los pacientes positivos para la INV22 se observó 
artropatía en una articulación.   
 
Se observaron artropatías en dos articulaciones en el 17% de los pacientes positivos 
para la INV22, finalmente, se encontró artropatía en más de tres articulaciones en el 
17% de los pacientes positivos para la INV22 y en el 33% de los pacientes positivos 
para la INV1. De los pacientes en quienes no se detectaron mutaciones el 46% 
presentaron un buen estado funcional, 8% presentaron artropatía en una articulación, 
20% en dos y el 26% en más de tres articulaciones (tabla No.16). 
 
De la población estudiada 4 pacientes presentaron anticuerpos inhibidores y estado 
funcional bueno, de estos el 50% fueron positivos para la INV22 y en el 50% restante 
no se detectó la mutación. Un paciente mostró artropatía en dos articulaciones y fué 
positivo para la INV22 y finalmente, 3 pacientes mostraron artropatía en más de tres 
articulaciones, uno de estos positivos para la INV22, uno para la INV1 y en uno no se 
detectó la mutación causante. De 11 pacientes en quienes se ha detectado 
- 
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anticuerpos inhibidores a la fecha,  5 (45%) se fueron positivos para la INV22, en 1 
(10%) para la INV1 y en 5 (45%) no se detectó la mutación causante.  
 
Tres pacientes sin inhibidores detectados a la fecha mostraron artropatía en una 
articulación uno de ellos fue positivo para INV22, uno para la INV1 y en uno no se 
halló la mutación causante. Cuatro pacientes mostraron artropatía en dos 
articulaciones uno fué positivo para la INV22 y en los tres restantes no se ha 
determinado la mutación causante. Por último, cuatro pacientes mostraron artropatía 
en más de tres articulaciones, uno de ellos fue positivo para la INV22 y en los tres 
restantes no se ha detectado la mutación causante (tabla No.17). 
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6. Discusión 
 
En el presente estudio se analizó por primera vez en Colombia en una cohorte de  
pacientes pediátricos con diagnóstico de hemofilia A moderada y severa, la frecuencia 
de la INV1 e INV22 en el gen del FVIII de la coagulación.  
 
El 47% de la población estudiada no tiene antecedentes familiares, constituyendo 
casos de mutaciones de novo, sin embargo, es necesario el análisis de la madre y 
hermanas, según corresponda en cada caso para comprender los posibles 
mecanismos genéticos asociados a la aparición de la enfermedad en estas familias. El 
77% de la población analizada corresponde a pacientes con hemofilia a severa 
(actividad residual del FVIII:C  < 1U/dL-1), mientras el 23% restante son hemofílicos A 
moderados (actividad residual del FVIII:C entre 1 a 5 U/dL-1 ), la razón de este sesgo 
en la población de estudio obedece probablemente a que la población más enferma es 
la que acude a los centros especializados en donde se realizó la captación de los 
pacientes.  
 
En el presente estudio el total de la población analizada se encuentra en protocolos de 
profilaxis secundaria. En la mayoría de los casos la profilaxis secundaria se inicia 
debido a la alta frecuencia de sangrados cuando los pacientes han sido tratados a 
demanda o posterior al desarrollo de articulaciones blanco de acuerdo a las 
definiciones de los protocolos de profilaxis secundaria. En numerosos estudios se ha 
mostrado una reducción directa e indirecta de los costos de salud en pacientes que 
han sido sometidos a profilaxis, presentando una significativa reducción en el número 
de hospitalizaciones y ausentismo escolar con un consecuente impacto favorable en el 
desarrollo psicosocial de los niños con hemofilia A (94). A pesar de los beneficios 
conocidos en términos de salud articular y calidad de vida de la profilaxis primaria, a la 
fecha en Colombia  no es fácil que los aseguradores autoricen protocolos de profilaxis 
primaria, por ello la totalidad de los niños corresponden a profilaxis secundaria. 
 
Un ejemplo de esto es la población estudiada con profilaxis secundaria han logrado en 
la mayoría una buena calidad de vida desde el momento del inicio de la profilaxis al 
día de la ultima valoración, viéndose reflejado en el número de articulaciones blanco, 
número de sangrados y presencia de inhibidores, una tercera parte de los pacientes 
no tienen artropatía 33% (sin artropatía) y artropatía en una articulación en el 10%.  
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El manejo ideal de la hemofilia A severa es la “profilaxis”, la cual en el campo de la 
hemofilia A se define como la provisión de una infusión regular de concentrados de 
FVIII con el objetivo de prevenir episodios de sangrado y sus consecuencias 
posteriores, en contraste con la “terapia a demanda” en donde se suministran las 
infusiones en el tratamiento de un sangrado en curso (93). Por otra parte, la profilaxis 
primaria puede ser entendida como un tratamiento continuo que inicia antes de los dos 
años de edad en un paciente sin sangrado articular previo. La profilaxis secundaria 
tiene como objetivo evitar la progresión de la enfermedad articular ya presente o 
después de un sangrado grave (SNC). La profilaxis secundaria es un tratamiento 
continúo de largo término, iniciado después de dos o más sangrados articulares o 
después de los dos años de edad o de un sangrado severo (SNC) (93).  
 
En cuanto a las frecuencias observadas para la INV1 y la INV22 del gen del FVIII de la 
coagulación, se logró determinar mediante metodologías previamente validadas la 
mutación causante del fenotipo de la enfermedad en el 50% de la población estudiada, 
siendo la INV22 la más frecuente presente en el 40%, seguido de la INV1 detectada 
en el 10%.  
 
Estas frecuencias fueron comparadas con diferentes poblaciones a nivel mundial en 
donde se usó la misma metodología encontrando consistencia entre los datos 
obtenidos con respecto a la INV22 la cual se ha estimado como la mutación más 
frecuente en pacientes con HA (40-50% de los casos severos), sin embargo, con 
respecto a la INV1, el porcentaje obtenido en nuestra población de estudio que fue de 
10%, fue superior al observado en otras poblaciones, incluyendo las latinoamericanas, 
este aumento en las frecuencias con respecto a las observadas posiblemente se deba 
como ya se mencionó antes al sesgo obtenido por los centros que participaron en el 
estudio debido al tamaño de muestra analizada es susceptible a que pequeñas 
variaciones tengan un efecto importante en las estimaciones estadísticas, lo que hace 
inadecuado generalizar los datos obtenidos a la población de referencia. 
 
Debido a la ámplia heterogeneidad en los tipos de mutaciones que pueden afectar la 
funcionalidad y estructura del gen del FVIII, el abordaje de la población de estudio se 
realizó partiendo del análisis de la INV22, seguido por el estudio de la INV1, 
posteriormente, se debería realizar el abordaje de mutaciones missense, nonsense, 
inserciones, deleciones y de sitios de splicing, según recomendaciones de 
especialistas en el tema (17), sin embargo, debido al alcance del presente trabajo en 
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el 50% de la población estudiada no se detectó la mutación causante, lo que sería un 
punto de partida para futuros estudios. 
 
La mayor dificultad en el tratamiento con FVIII recombinante o derivado de plasma es 
el desarrollo de aloanticuerpos inhibidores dirigidos contra esta terapia de reemplazo. 
La prevalencia de estos anticuerpos reportada en la literatura varía ampliamente de 
3,6% a 27%, con una prevalencia global de 5 al 7% en población no seleccionada y 
del 10 al 13% en población afectada severamente (77).  
 
Con respecto a la presencia de aloanticuerpos inhibidores al momento del estudio, se 
detectaron en el 27% de la población estudiada, estos datos son consistentes con la 
prevalencia observada en poblaciones de países occidentales en donde se reporta 
una media de 32,1% en pacientes severos (77). 
 
El desarrollo de anticuerpos inhibidores está asociado a una amplia gama de factores 
genéticos y no genéticos, entre los que se destacan: el genotipo del FVIII entendido 
como la estructura y características del gen dadas las mutaciones presentes, la 
historia familiar en cuanto al desarrollo de inhibidores y se ha creado un debate en 
torno a la etnicidad (población caucásica vs no caucásica). Por otra parte en cuanto a 
los factores no genéticos se encuentran el esquema del tratamiento suministrado en 
cuanto a intensidad y dosis y la presencia de infecciones o exposición de tejido al 
tiempo que se realiza el tratamiento, como los más importantes (95). 
 
Del mismo modo, se ha establecido que los pacientes hispanos y de raza negra 
presentan una mayor frecuencia de desarrollo de inhibidores contra el FVIII exógeno 
comparado con pacientes de raza blanca (73). Se ha propuesto que el alto rango de 
inhibidores en pacientes de raza negra se debe a una diferencia entre el haplotipo 
para el gen del FVIII presente en estos pacientes y el del FVIII suministrado (33,73). 
 
En el presente estudio se analizó por primera vez la presencia de aloanticuerpos 
inhibidores en una cohorte de pacientes con INV22 e INV1 en población pediátrica 
colombiana, observando la presencia de inhibidores en el 33% de los pacientes 
positivos para la INV22 y 33% de los pacientes positivos para la INV1. Estos datos son 
consistentes con los porcentajes observados en otros estudios en población Italiana 
(INV22  25%, INV1 33%), Española  (INV22 27%, INV1 33%) y Alemana (INV22 38%, 
INV1 33%) (10, 71, 72), sin embargo, partiendo de las evidentes diferencias entre 
nuestro acerbo genético, además de los diversos factores medio ambientales a los que 
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estamos expuestos y los correspondientes para estas poblaciones sería conveniente 
ampliar la cohorte de estudio con el fin de aclarar o ratificar estos datos.  
 
Por otra parte, el alto porcentaje de inhibidores observado en pacientes positivos para 
la INV1 puede obedecer a que el RNAm quimérico que se origina a partir de este 
punto de ruptura entre exones 2-26, observado en pacientes positivo para esta 
mutación, muestra cierta estabilidad, lo que podría indicar un incremento en el 
desarrollo de anticuerpos inhibidores en pacientes con la INV1 (45). Algunos autores 
han encontrado prevalencias más altas de las reportadas que asocian a la INV1 como 
un factor de riesgo importante para el desarrollo de aloanticuerpos inhibidores, 
observando en una población de 1127 pacientes con HA severa de procedencia 
Alemana, 23 pacientes positivos para la INV1 (2,04%) y de estos el 26,1% 
desarrollaron anticuerpo inhibidores contra el FVIII (97).   
 
Según los datos obtenidos en un meta análisis recientemente publicado se determinó 
que el OR para el desarrollo de inhibidores mediado por grandes deleciones en 
comparación con la INV22 fue de 3,6 (CI 2,3 -5.7), mutaciones nonsense 1,4 (CI 1,1 – 
1,8), INV1 0,9 (CI 0,6 – 1,5), pequeñas deleciones e inserciones 0,5 (CI 0,4 – 0,6), 
mutaciones missense 0,3 (CI 0,3 – 0,4) y mutaciones del sitio de splicing 1,0 (CI 0,6-
1,5) (96). En un estudio realizado en población Norte Americana se determinó un 
rango de frecuencia de inhibidores en pacientes positivos para la INV22 de 21 - 27%, 
para mutaciones nonsense de 25 – 40%, para pequeñas duplicaciones, inserciones y 
deleciones (incluyendo mutaciones de cambio de marco de lectura) del 10 – 16% y 
mutaciones missense de 5 -10% (73).  
 
En un estudio realizado en población mejicana  se observó que el 29% de los 
pacientes positivos para la INV22 desarrollaron inhibidores, sin embargo, al tomar un 
paciente por familia y realizar un análisis cruzado, se obtuvo un valor de OR a partir de 
14 pacientes, que confirmo que la INV22 no se observó en esta población como un 
factor de riesgo para el desarrollo de inhibidores (P= 1,0)  (41). Finalmente, en un 
estudio realizado en población China se asociaron grandes deleciones y mutaciones 
nonsense con la presencia de altos títulos de inhibidores mostrando una proporción de 
57,1%  y 42,9% respectivamente, la INV22, pequeñas inserciones y deleciones y 
mutaciones missense mostraron una alto titulo de inhibidores con una frecuencia de 
20%, 21,4% y 37,5% respectivamente (77). 
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 Otros factores genéticos como polimorfismos en el complejo HLA y en el promotor de 
genes de citoquinas como IL-10, TNF-α y moléculas de superficie de las células T han 
sido asociadas con el riesgo de desarrollar inhibidores. Se cree que los genotipos del 
FVIII han sido distribuidos equitativamente a través de las diferentes poblaciones 
étnicas, esta creencia puede no ser cierta para otros factores genéticos de riesgo 
como el que presentan los polimorfismos en genes asociados a la respuesta mediada 
por moléculas del complejo HLA (96). De esta manera, estudios familiares han 
demostrado que otros factores genéticos diferentes a la mutación causante, son una 
fuente significativa de variación en las frecuencias de inhibidores entre personas que 
presentan la misma mutación, esto significa que más allá del genotipo del FVIII 
pueden existir diferencias étnicas en las frecuencias de inhibidores que obedecen a 
otros factores (73). 
 
En el presente estudio se evaluó la relación entre el estado funcional y las mutaciones 
estudiadas observando que el 58% de los pacientes en quienes se detectó la INV22 
presentó un estado funcional bueno, definido como ausencia de artropatía. Teniendo 
en cuenta que la presencia de la INV22 constituye un factor de riesgo importante para 
el desarrollo de estos aloanticuerpos es importante el seguimiento de aquellos 
pacientes que no tienen inhibidores a la fecha para garantizar condiciones que impidan 
su desarrollo. Es importante resaltar, que de los pacientes en quienes no se ha 
detectado la mutación causante se observó artropatía en dos y más de tres 
articulaciones en el 20 y 26%, estos porcentajes dejan ver el importante papel que 
juegan otras mutaciones y/o factores de riesgo asociados a la ocurrencia, severidad y 
complicaciones de la enfermedad en este grupo de pacientes. 
 
Debido a que factores como el número de días de exposición e intensidad del 
tratamiento han mostrado ser importantes influyendo como factores de riesgo para el 
desarrollo de anticuerpos inhibidores, se ha postulado que el conocimiento temprano 
del genotipo de los pacientes podría permitir al médico tratante tener en cuenta este 
factor de riesgo al momento de hacer el plan de tratamiento minimizando la exposición 
a ciertos factores en pacientes de alto riesgo, particularmente aquellos severos y 
moderados (73).  
 
Un genotipado temprano podría también facilitar el asesoramiento genético a familias 
afectadas (73). En Colombia no existe un esfuerzo organizado para el conocimiento 
del genotipo propio de nuestra población partiendo de las diferencias propias de 
nuestro pool genético con el resto del mundo, con propósitos genéticos y clínicos. 
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Según la última encuesta de la World Federation of Hemophilia (WFH), publicada en 
diciembre de 2011, en Colombia se encuentran registrados 1446 pacientes con 
hemofilia A de los cuales, según estos datos apenas el 4% han desarrollado 
anticuerpos inhibidores (7), estas cifras muestran el sub-registro presente en nuestra 
población, mayormente en área rural. Según una proyección estadística realizada en 
población Colombiana que presenta un estimativo de la carga de la enfermedad 
genética para Colombia en el periodo comprendido entre 1996 a 2025, se estima que 
por cada 10000 nacidos vivos para el periodo comprendido entre 2011 a 2015 se 
esperan 489 niños con hemofilia y 508 para el periodo comprendido entre 2016 a 2020 
(98).  
 
A partir de estos datos parece una tarea con grandes implicaciones y de competencia 
directa del sistema de salud nacional cualquier esfuerzo encaminado a la 
caracterización genética y epidemiológica  de la población de pacientes con Hemofilia 
A. Es así como desde una perspectiva de salud pública, el genotipado puede ser 
considerado como parte de la estrategia de prevención de inhibidores, esto podría 
resultar en un ahorro de costos en estas enfermedades costosas en sí mismas, así 
como en un mejoramiento en la calidad de vida de las personas con hemofilia (73). 
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7. Conclusiones 
 
En el presente estudio se analizó por primera vez la frecuencia de las dos mutaciones 
más frecuentemente asociadas como causales de Hemofilia A, su severidad y 
desarrollo de inhibidores en una cohorte de 30 pacientes pediátricos provenientes de 
diferentes IPS en Bogotá y áreas aledañas. 
 
Se compararon las frecuencias obtenidas en nuestra población con las obtenidas en 
otras poblaciones latinoamericanas y a nivel mundial obteniendo frecuencias similares 
en cuanto a la detección de la INV22 en pacientes con hemofilia A severa, se observó 
una mayor frecuencia en la detección de la INV1 posiblemente asociada al tamaño de 
la muestra. 
 
Se correlacionó la detección de la INV1 e INV22 con la presencia de inhibidores, con 
una prevalencia de 33% en cada mutación, siendo para la INV22 una frecuencia que 
se ajusta a la observada en otras poblaciones y con respecto a la INV1 se observó una 
mayor frecuencia a las previamente observadas en estudios similares por un posible 
efecto de sesgo en la población. 
 
En el presente estudio se realizó la detección de la INV1 e INV22 en pacientes con 
hemofilia A severa y moderada mediante el uso de metodologías establecidas como 
“Gold standard” para la detección de estas mutaciones, obteniendo resultados 
reproducibles y fácilmente evaluables, constituyendo una herramienta útil para la 
detección de la INV1- INV22 las dos mutaciones más frecuentes, lo que permite 
realizar un tamizaje inicial dada la amplia heterogeneidad genética asociada al 
fenotipo de la enfermedad. 
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8. Recomendaciones 
 
 
En el presente estudio se detectó la mutación causante del fenotipo de la enfermedad 
en el 50% de los pacientes estudiados, para el 50% restante no se ha establecido la 
mutación causante. En esta población en donde no se conoce a la fecha la mutación 
asociada a la enfermedad y partiendo de los resultados obtenidos (negativos para la 
INV1 e INV22) el paso a seguir es el estudio de las siguientes mutaciones más 
frecuentes, dada la importancia de esta caracterización tanto para el seguimiento del 
paciente como para el asesoramiento de las familias afectas, es necesario continuar 
con el esquema de detección o realizar estudio del gen completo a fin de caracterizar 
completamente la población de estudio. 
 
El objetivo de la caracterización de las mutaciones presentes en la población de 
estudio tiene dos enfoques como ya se ha discutido antes, uno desarrollar estrategias 
que  permitan evitar el posible desarrollo de inhibidores, garantizando una mejoría en 
la calidad de vida de los pacientes y por otra parte generar una herramienta para el 
asesoramiento genético de las familias afectadas mediante la detección de portadoras. 
De esta manera el siguiente paso además de la caracterización de las mutaciones 
causantes en la población de estudio, es el estudio de portadoras presentes en las 
familias estudiadas. 
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10. Figuras Anexas 
 
 
 
Figura. No.6. Esquema representativo de la LD-PCR usada en la detección de la INV22  en la 
población de estudio. A. Representación grafica de la ubicación de primers usados y tamaño de 
los productos esperados en la reacción. B. Fotografía representativa del patrón de banda 
obtenidos a partir de controles. C. Relación entre la mezcla de primers usado, ubicación con 
respecto a la secuencia, tamaño esperado y población en la que se espera se encuentre. 
 
 
 
Figura. No. 7. Esquematización grafica de la técnica LD PCR para la detección de la INV 1. A. 
Imagen del patrón de bandas según en mezcla de primers en cada caso. B. Representación 
grafica de la técnica LD PCR e donde se muestra ubicación del juego de primers en la 
detección y amplificación de las regiones int1h-1 e int1h-2. 
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Fig. No.8. LD PCR para la inversión 22 del gen del FVIII de la coagulación en la población de 
estudio a partir de la mezcla de primers P+ B y A+Q los cuales generan un producto quimérico 
que permite la detección de la inversión. CS Control Sano, C+ Control positivo, C- Control de  
reactivos, PM Peso Molecular. 
 
 
 
Fig. No.9. Imagen del amplificado de 9,8Kb correspondiente a la mezcla de primers A+B como 
control de la técnica. CS Control Sano, C+ Control positivo, C- Control de  reactivos, PM Peso 
Molecular. 
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Figura No.10. Detección de la INV1 en la población de estudio. CS Control Sano, C+ 
Control positivo, C- Control de reactivos, MP Marcador de peso Molecular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
